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Este conjunto de quatro volumes, reunidos sob o título amplo de BIOTEC- 
NOLOGIA INDUSTRIAL, ёо resultado do trabalho de um grupo de profissionais 
com vistasã atualização da coleção BIOTECNOLOGIA, cuia publicação foi iniciada 
em 1975 c terminada em 1983. 


Aexpetienciaacumuladac as muitas mudanças ocorridas nestes últimos vinte 
anos, ao lado da indiscutível e crescente importância das aplicações da BIOTEC- 
NOLOGIA em diversos setores de produção de bons е serviços, justificam plena 
mente — assim pensam os Coordenadores o o Editor desta nova Coleção — esta 
primeira atualização, principalmente pelo fato de se destinar ao ensino em cursos 
de graduação, 

Nosso primeiro objetivo, nesta Apresentação, é tomar conhecimento do que, 
hoje, se entende por BIOTECNOLOGIA, e do que vem à ser BIOTECNOLOGIA 
INDUSTRIAL, 

Adtemarcagáo nitida do cempo de atuação de qualquer ramo do conhecimento 
sempre tarefa muito difícil para não dizer impossível 

Tanto isto é verdade que, com certa freglência tratados relativos o um dado 
setor do conhecimento atacam diretamente q exame de ата série de temas sem 
tentar esboçar, preliminarmente, um quadro que, em largos traços, indique os 
objetivos e as aplicações do que vai ser estudado, 

Tal maneira de agit, principalmente em cursos de graduação, não nos parece 
aconselhável, julgamos importante, no inklo dos estudos, « apresentação de um 
panorama que dê, aos alunos, uma idéia, ainda que não bem definida, daqueles 
objetivos e aplicações, 

Não nos parece que эфа imprescindivel transcrever, aqui, todas as propostas 
de “definição” do que se deva entender por Biotecnologia. Algumas dele» serão 
suficientes para que seja possível alcançar nosso objetivo. 

Iniciaremos com a proposta que o Prof. Antonio Paes de Carvalho, em seu 
trabalho intitulado “Patentes para a Biotecnologia”, apresentou, em dezembro de 
1993, em reuniao realizada na Academia Brasileira de Ciências: 


“Entende-se por Biotecnologia o conjunto de conhecimentos, técnicas e métodos, 
de base cientifica оп prática, que permite a utilização de seres vivos como parte 
integrante айга do processo de produção industrial de bens e serviços” 


OOfficeof Technology Assessment, por sua vez, “definiu” Biotecnologiacomo 
sendo: 


“O conjunto de processos industriais que englobam processos biológicos". 


Por outro lado, a Union Internationale de Chimie Pure et Appliquée, concei- 
tuou Biotecnologia como: 


“Aplicação da Boquínica, da Biologie, da Microbiologia e da Engenharia Química 
aos processose produtos industriais (incluindo os produtos reativos sao, energia 
e agricultura) e ao тер ambiente” 


inalmente,o Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico Tecnológico 
(CNPq), em seu Programa Nacional de Biotecnología, “definiu” Biotecnologia nos 
Seguintes termos: 


"Autfizatodesistenus celulares paraobrenção de produtos ou desenvolvimento 
de processos industriais”, 


As poucas tentativas de definição aqui transcritas mostram, nitidamente, que 
a Biotecnologia tem por base vários ramos do conhecimento que poderiam ser 
clasificados de FUNDAMENTAIS (como, por exemplo, Bioquimica, Fisiologia, 
Genética, Microbiologia, Virologia, Botânica, Zoologia, Ecologia) ао lado de outros 
que poderiam ser agrupados sob a denominação genérica de ENGENHARIAS (prin- 
cipalmente a Engenharia Química). 

Trata-se, portanto, de um campo de trabalho tipicamente multidisciplinar, о 
que torna absolutamente imprescindível a efetiva coleboração de profissionais 
atuantes em diferentes setores do conhecimento, 

Destaquese, porém, que essa atividade multidisciplinar não deve ser enten- 
dida como resultante de uma simples justaposição de profissionais, cada um deles 
com sua formeção especializado e preocupado apenas com sua área específica, 
Importa que soja, do fate, um trabalho de vários profissionais efetivamente 
integrados, de modo que cada um delos tenha conhecimento, obviamente não 
aprofundado, dos princípios o das técnicas dos campos de atuação dos demais, 
Assim, apenas para citar um exemplo, caso um microbiologista particpo de um 
grupo que estuda a otimização de um dado processo, é desejável que tenha alguns 
conhecimentos, mesmo que superficiais, a respeito das estratégias empregadas para 
à modelagem matemática. Vice-versa, o especialista em modelagem deve efetuar 
“um esforço adicional para compreender as características do sistema microbiano 
em estudo, а fim de incorporí-las ao modelo. Somente desta forma a atividade 
multidisciplinar efetivamente existirá е poderá ser mais eficiente. 


¡só passou a ser considerada 
ric também é verdade, por outro, 
na produção de vários bens, 
alimentos, desde a mais remota antigüidade. Basta, neste particu- 
fazer referência ao preparo de bebidas fermentadas a partir de cereais na 
lônia e no Egito (8000 a 6000 anos a.C), à produção de pão, utilizando 
fermentos, no Egito (4000 anos а С.) e à produção de vinhos na Grécia (2000 a.C), 


А Biotecnologia encontra multas aplicações importantes nas seguintes áreas 


= Preservação do melo ambiente 
+ Indústria 


Suas aplicações na indústria constitutem c objetivo primordial da Biotec- 
nologia Industrial. А Fig. 1, adaptada de um artigo publicado pelo Prof. Rainer 
Joras, é uma boa representação gráfica da “localização” da Biotecnologia Indus- 
trial ede sua interação com outros ramos do conhecimento. 
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Convém finalmente, ressaltar que como ocorre em outros campos de trabalho, 
as áreas de aplicação da Biotecnologia, anteriormente apontadas, nãosão “gavetas” 
estanques. Há entre elas, frequentemente, fores interações Apenas para citar um 
exemplo, considere-se ocaso de uma dada vacina, desenvolvida na rea da Saúde. 
Ма etapa tinal de produção dessa vacina em larga escala surgirão muito provavel- 
mente, problemas de cunho tecnológico се engenharia que poderio tomarimpres- 
тай а efetiva participação da Biotecnologia Industrial na busca des soluções 
mais adequadas. 

A presente Coleção consta de quatro volumes. No primeiro — FUNDAMEN- 
TOS — reuenvse, como o proprio nome claramente indica, temas fundamentais 
indispensáveisão estudo de processos biotemológicos, O segundo — ENGENHA- 
RIA BIOQUÍMICA — focaliza os principais problemas de engenharia envolvidos 
naqueles processos, го lado de assuntos correlatos de Ambito mais geral, mas im- 
portante па produção em larga escala. Os dois últimos volumes — PROCESSOS 
TERMENTATIVOS E ENZIMÁTICOS е BIOTECNOLOGIA NA PRODUÇÃO DE 
ALIMENTOS — foram dedicados à descrição е discussio de processos biotecno 
lógicos de importáncia industrial. 

Todos os temas foram tratados parindo-se do pressuposto de que a obra se 
destina, primordialmente, a cursos de graduação, A bibliografía indicada no final 
de cada capítulo poderá servir como ponto de partida para cs que preenderem um 
exame mais aprofundado de um ou outro tópico 

Os Coordenadores, o Editore, seguramente, também os Autores, agradecem 
тода as sugestões relativas à estrutura da Coleção ou de qualquer de suas partes, 
bem como a identificação de falhas ou incorreções, infelizmente sempre possíveis, 
que Mes sejam encaminhadas pelo leitor. 
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Cuando la colección “Biotecnologia”, editada por los profesores Eugênio 
“Aquarone, Walter Borzani у Urgel de Almeida Lima, apareció en 1975, causó un. 
hondo impacto entre los biotecnólogos latinoamericanos, Se trató de la primera 
obra sobre el tema escrita y publicada en nuestra región y representó una 
contribución especialmente valiosa al estudio y enseñanza de esa pujante disciplina. 

“Biotecnologia” constó originalmente de tres volúmenes Tecnologia das 
Fernentaces, Tópicos de Microbiologia Industrial y Engenharia Bioquímica, a los cuales 
se sumó en 1981 Corrosão Microbinlógica y luego Alimentos e Bebidas produzidos por 
Fermentação en 1983, Ahora, pasados ya más de veinte años, los mismos editores, 
солма participación del profesor Willibaldo Schmidell, nos brindam la oportunidad 
de apreciar y disfrutar la nuera colección “Biotecnología Industrial” como una 
sucesora natural de “Biotecnologia”. El contenido de la nueva obra há sido 
totalmente renovado y actualizado en concordancia com los notables avances 
experimentados por elconocimiento en esta área en las últimas décadas, incluyendo 
Jas modernas técnica de la ingeniería genética y el uso de microorganismos recom- 
binantes en bioproxesos. 

La nueva colección está dividida en cuatro volumenes que abarcan los mas 
variados tópicos relacionados com la biotecnología industrial Fundamentos, Ingenierór 
Bioquímica, Procesos Fermentaticos y Enzimitices y Biotecnología en a Producción de 
Alimentos, En total son74 capitulos escritos por distinguidos especialistas brasileros, 
«conteniendo información actualizado acerca tanto de los aspectos básicos como de 
los aplicados de la utilización de células microbianas y no micrebianas para 
finalidades productiva. 

El Volumen 1, Fundamentos, entrega un completo panorama del estado del 
conocimiento en microbiologia, genética, bioquimica y enzimologia, finalizando 
“comun panorama de las aplicaciones industriales de la biotecnología, abriendo así 
e] camino a los próximos volúmenes, En cl Volumen 2, Ingeniera Bioquímica, co 
exponen los principales aspectos relacionados com la cuantificación de los procesos 
microbianos y enzimáticos y el diseño y operación de los equipos de proceso 
requeridos en una instalación industrial. El Volumen 3, Procesos Fermentatios y 
Enzimáticos, presenta y discute la aplicación delos microorganismos la producción 
“de una amplia gama de metabolito y enzimas de interés práctico, el uso de enzimas. 
“como biocatalizadores industriales y la aplicación de los procesos microbianos а 
diversos sectores industriales y a la descontaminación de efluentes líquidos y 
residuos sólidos. Finalmente, el Volumen, Boterologínen la Producción de Alimentos, 


x 


detalla la aplicación dela biotecnologia a ura amplia variedad de industrias de ese 
importante sector. 

Por su estructura y contenido, y por la indiscutible autoridad de sus editores 
y autores, estoy cierto que Biotecnologia Industrial está destinada a constituirse en 
una obra insustitufble para laenseñanza universitaria de pre y post-grado, asícomo. 
también en una valiosa fuente de consulta para elbiotecnólogo en la industria. 
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ELEMENTOS 
DE MICROBIOLOGIA 


Flávio Alterthumm 


1.1 — Introdução à Microbiologia 
A partir da descoberta e início dos estudos dos microrganismos, ficou 
[Claro que a divisão dos seres vivos em dois reinos, animais е plantas, era insu- 
ficiente, O zodlogo E.H. Haeckel, em 1866, sugeriu a criação de um terceiro 
reino, denominado Protista, englobando as bactéria, algas, fungos e proto- 
тойсо. Essa classificação mostrou-se satisfatória até que estudos mais avan- 
gados sobre ultra-estrutura celular demonstraram duas categorias de células: 
s procacióticas e as eucarióticas. Nas eucarióticas o núcleo é limitado pela 
'embrana nuclear e apresenta no seu interior vários cromossomas. Assim, 
1969, R.H. Wittaker propôs a expansio da classificação proposta por 
Haeckel, baseado não só na organização celular mas também na forma de 
obter energia e alimento: Reino Plantae, Reino Animalia, Reino Fungi, Rei- 
о Protista (microalgas e protozoários) e Reino Monera (bactérias e ciano- 
actérias) (Fig. 1.1). 

Estudando as similaridades e diferenças do RNA ribossômico, С. Woese 
opôs, em 1979, uma nova classificação para os seres vivos: Domínio ou Su- 
a-reino Arquibactérias (incluindo bactérias metanogênicas, bactéri 
las, bactérias acidófilas e bactérias halófilas), Domínio ou Supra-reino 
?ubactéria (incluindo as demais bactérias e cianobactérias) e Domínio ou Su- 

a-reino Eucarioto (incluindo plantas, animais, fungos, protozoários e algas) 
ig. 12). 
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Por não apresentarem uma estrutura celular, os vírus não são considera- 
seres vivos e portanto não se enquadram nas classificações acima. São for- 

basicamente por uma porção de material genético, DNA ou RNA, nunca 
dos simultaneamente, envolvidos por proteina. Alguns virus, com estrutura 
is complexa, têm sobreposto à camada protéica um envoltorio Npoprotéico. 
vírus, quando fora das células, não possuem atividade metabólica própria 
Portanto não sintetizam protoplasma nem crescem. São sintetizados pelas 

les hospedeiras, nas quais penetram, pois assumem o comando do meta- 
ismo. O aumento do número de vírus não ocorre polo processo de divisão 
jo nos organismos celulares, mas sim feito pela replicação viral 
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Os vírus são classificados de acordo com o ácido nucléico, composição. 
química e morfologia. Embora sejam objetos de estudo da microbiclogia, nào. 
serão abordados neste capítulo introdutório. 

O sistema formal do organização, classificação e nomenclatura dos seres 
vivos é chamado de taxonomia. À organização está basesda em sete niveis 
descendentes, sendo о reino o mais amplo e maior, е а espécie o mais especifi- 
co e menor, Os demais níveis são, em ordem decrescente: divisão, classe, or- 
dem, familia e gênero. 

A classificação é o arranjo dos organismos em grupos, de preferência 
obedecendo às relações evolutivas. A nomenclatura é o processo de dar no- 
mes às espécies existentes. É binominal, sendo o rome científico uma combi 
mação do nome genérico (gênero) seguido da espécie. O nome do gênero é 
iniciado com letra maiúscula, mas o da espécie não, e ambos cs nomes são es- 
ritos em itálico ou grifado. Exemplos: 


Saccharomyces cerevisiae Escherichia coli 
Wem токе ые 
vcharomycescoregisino Escherichia coli 
кыы “оеш, 


О microscópio foi е ainda é, em muitos casos, о equipamento laboratorial 
mais utilizado no estudo dos microrganismos. Há duas categorias principais 
de microscópios empregados: óptico e eletrônico. Eles diferem na forma pela 
qual se dá a ampliação e visualização do objeto, Na microscopia óptica um 
sistema de lentes maripula um feixe de luz que atravessa o objeto e chega ao 
olho do observador; ra microscopia eletrônica a luz é substituída por um fei- 
xe de elétrons, eas lentes por um sistema de campo magnético. А microscopia 
óptica comum aumenta até 2000 vezes e tem variações como a microscopia de 
fase, de campo escuro e de fluorescencia, A microscopia eletrônica permite 
“um aumento de cerca de 400.000 vezes е apresenta variações como a de trans- 
missão e a de varredura. 


A Fig. 13 apresenta alguns exemplos comparativos de tamanho de mi- 
crorganismos, virus e a tabela de equivalência das unidades empregadas na 
microbiologia 

Neste capítulo abordaremos somente aspectos gorais relativos a bacté 
rias e fungos, 
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1.2 - Morfologia o estrutura 
1.2.1 — Bactérias 
Quando observadas ao microscópio, a maior parte das bactérias apre- 
a-Se em uma das tés formas: esféricas, cilindricas ou espiraladas. As b 
еа» de forma esférica denominam-se cocos e as cilindricas, bacilos. Nas es- 
raladas, quando o corpo é rígido e apresenta várias espirais, recebem o 
¡ome de espirilos e quando o corpo é rígido, porém em forma de vírgula ou 
ia espiral, recebem a designação de vibrides (Fig. 14) 
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Figura 14 - trocas tenis ов pecas 


Os cocos, ao se dividirem, podem dar origem a agrupamentos caracte- 
rístics. Se agrupados em pares, são chamados diplococos; em cadeias, são 
chamados estreptococos e em cachos, estafilococos. Os cocos que permanecem 
isolados são chamados de тистососов (Fig: 1-5). 

Os bacilos que ao se dividirem permanecem em cadeias são chamados 
de estreptobacilos. 

A morfología individual e os agrupamentos podem ser melhor obser- 
vados quando as bactérias apresentam-se coradas. O método mais usual de 
coloração é о de Gram, que permite a divisão em dois grandes grupo: 
sram-positivas e gram-negativas. 

Carsctoristicamente, as células bacterianas sio pequenas. O diámetro 
das esfóricas varia de 05 а 4,0 pm, enquanto que o comprimento das cilíndri 
cas raramente ultrapassa 19,0 um. Recentemente foi descoberta uma bactéria 
macroscópica (0.5 um de comprimento) habitando o interior de peixes que vi 
vem a centenas de metros de profundidade nos oceanos. 

Quanto à estrutura, a célula bacteriana apresenta as características dos 
sores procarióticos (Fig. 1.9 
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A célula é delimitada pela membrana ciloplssmática, de composição lipo- 
protéica e de importência vital. Além de regular as troces com o meio ambiente, 
a membrana executo várias funções que, ras células cucarióticas, dependem 
de ostruturas especiais: processos respiratórios (mitocôndrias), fotossíntese 
(cloroplastos), sustentação de riboscomas (retículo), orientação da divisão nu: 
clear (fuso) e biossínteso do estruturas de superficie. 

Externamente à membrana, as bactérias possuem uma parede celular 
има, que garante a forma da célula e a protege contra a diferença de pres- 
são osmótica entre o meio interno e o ambiente (a pressão dentro da célula. 
pode ser vinte vezes maior do que fora). A parede é constituída de um arca. 
bouço básico, denominado mucopeptideo ou peptideoglicano, formado de 
cadeias de polissacerídeos (unidades alternantes de N-acetilglicosamina e 
de ácido N-acctilmurámico) unidas entre si por meio de cadeias peptídicas. 
A esse arcabouço podem se unir proteínas, pelissacarideos e, no caso de 
bactérias gram-negativas, uma fração bastante significativa de lipopolissa 
carídeos. 

Algumas bactérias apresentam externamente à parede uma camada mu- 
cosa que, quando definida, é chamada de cápsula, Esta tem natureza polipept- 
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dica ou polissacarídica e, em ceros casos, é muito abundante, podendo então 
ter importância industrial, como sucede com as dextranas. 

No citoplasma, além do material em solução (sais minerais, aminoáci- 
dos, pequenas moléculas, proteinas, açúcares), encontram-se partículas, 
tais corno: ribossomos, constituidos de RNA e proteína, onde ocorre a sín- 
tese protéica; grânulos de material de reserva - amido, glicogênio, lipídeos 
ou fosfatos. 

O material nuclear (nacido) é constituído por um filamento duplo de 
DNA (um cromossoma), não associado a proteínas e preso a uma invaginacio 
da membrana citoplasmática (mosossoma). Ainda no citoplasma podemos en- 
contrar plesmídes, pedaços de DNA circulares menores que o cromossoma, 
Eles codificam informações que, embora importantes para a célula, não são es- 
senciais ou indispensáveis, 

Algumas bactérias móvois apresentam flagelos — filamentos longos 
constituídos de proteina contrátil o fixados a uma estrutura basal localizada 
na membrana citoplasmática. 

Entre outras estruturas dispensáveis, algumas bactérias apresentam fin- 
rias ou pil, que servem para aderência às superficies, permitindo a formação. 
de biofilmes, Há que se destacar а existência de um tipo mais longo de fímbria 
— a fimbria sexual — que serve de ponte entre duas células por ocasião da 
transferência de material genético de uma bactéria macho (F) para uma bacté- 


ia fêmea (F). 

Menção especial deve ser feita a uma estrutura particular apresentada 
“apenas por certos grupos de bactéries, о еврого. Representa uma fase га 
“vida de certas bacterias que se transformam em esporas, por motivos ainda 
imperfeltamente conhecidos. Consiste numa célula diferente da forma ve- 
“getativa normal: tamanho menor, material nuclear e citoplasma condensa- 
dos, baixo teor de água, maior quantidade de cálcio e presença de ácido 
sipicolínico. Além da membrana citoplosmática, o esporo € envolvido por 
várias camadas, que lhe confere um revestimento bastante espesso. O as- 
pecto Importante dos esporos bacterianos é sua considerável resistência 
aos agentes externos, principalmente à temperatura; alguns esporos resis- 
fem a temperatures superiores а 100'C durante várias horas. Ao contrário 
do que sucede com os esporos de outros organismos, não são formas de re- 
produção, pois cada bactéria se transforma em um серого е este, encon- 
indo eventualmente condições favoráveis, germina, produzindo apenas 
ma bactéria (Fig. 1.7. 

A reprodução nas bactérias é feta, na grande maioria dos casos, pelo 
processo ca divisão binária simples, na qual uma célula, atingindo um deter- 
inado tamanho, divide-se ao melo, dando duas células-filhas iguais. 


Figura 1.7 Fora demaço ara herine 


122 - Fungos 

Os fungos são seres eucarioticos, heterotróficos, que não sintetizam clo- 
койы, portanto não fazem fotossintese, não armazenam amido como material 
de reserva e sim glicogênio e não têm Celulose na perede celular, com exceção 
de alguns fungos aquáticos. São ubíquos, podendo sor encontrados no ar, 
solo, água, vegetais e animais. 

Do ponto de vista morfológico, é conveniente distingui-los em leveduras 
é dolores, Esso distinção não tem valor taxonómico, pois ambas as formas po- 
dem ser encontradas num mesmo grupo do fungos. 

As leveduras são geralmente unicelulares, de forma esférica, elíptica 
ou filamentosa. O tamanho varia de 1 a 5 um de diâmetro a 5-30 ит de com- 
primenio. 


Figura 1.8 — Formas de reta seven (que e tios еш). 


©» volores são constituídos por células multinucleadas (cenccitos), que 
formam tubos chamados їй; ao conjunto de hifas dá-se o nome de micélio. 
As hifas podem ser contínuas ou septadas (Fig. 1.8). 

A célula fúngica (leveduras e bolores), tem membrana ciloplasmática lipo- 
protéica, cuja função principal é regular as trocas com o meio ambiente. Pos- 
Sui uma parede celular rígida, que confere resistência às pressões csmóticas e 
mecânicas. Sua natureza é polissacarídica em maior proporção, contendo tam- 
bém proteínas e lipídeos. No citoplasma encontram-se, além dos componentes 
usuais em solução, vacúolos, mitocóndrias, retículo endoplasmático, ribosso- 
mas, material de reserva (gorduras е carboidratos). O nucleo, tipicamente eu- 
cariótico, contém nucléolo, vários cromossomas e historas envolvidos por 
uma membrana nuclear (Fig. 1.9) 
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Os fungos aquáticos apresentam flagelos para sua locomoção e poucos 
fungos possuem сіра 

Os esporos füngicos têm uma importância toda especial, pois além de se- 
rem a forma mais frequente de reprodução, são os principais veículos de dis- 
seminação. Os esporos podem ter origem assexuada ou sexuada. A mencira 
pela qual se formam e se dispõem, constitui elemento importante na identifi- 
cação, particularmente nos bolores. Os tipos fundamentais podem ser visuali 
zados na Fig. 110. 


по эшем» 


Figura 1.10 Els e formação оойңдсблезрокбуусо: Abracompunsia resreserta ОО 


Conideos. Células isoladas ou em cadeias, localizadas na extremidade de 
uma hifa, o coridioforo, freqüentemente se originando de uma celula especial, 
O esterigma; em outros casos, originam-se por brotamento do conidióíoro. 

Esporangiosporos. Esporos localizados no interior de um saco denomina- 
do esporóngio, formado na extremidade de uma hifa. 

“Artroconideos. Resultam simplesmente da fragmentação de uma hifa. 

Clamidsconídeos. Formados por uma célula qualquer do micóio, em tor- 
то da qual se desenvolve uma parede espessa São mais resistentes que os ou- 
tros tipos de esporos 

No reprodução sexuada, оз esporos são formados pela união de duas cé- 
lulas е fusão de seus núclcos seguida de divisão, o que produz um número 
variável de células. Há, também. vários tipos conforme segue. 

Ascasporos, Os esporos formados, em número de oito, ficam contidos no. 
interior de um Saco, ou asco, formado pola parede resultante da fusão das 
duas células inicia 


Oosporos. Formados pela fusio de uma célula masculina pequena com 
uma caula feminina grande. 

Basidiosporos, Esporos formados na extremidade de células especiais 
chamadas basídios. Caracterizam ов cogumelos. 
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Zigosporos. Conseqüentes da fusão de duas células idénticas 
Semelhante aos bolores, as leveduras pođem se reproduzir assexuada cu. 

juadamente. No primeiro caso, о processo mais comum é o brotamento, do 

resultam celulas-filhas inicialmente menores que a célula-mae. Algumas 
juras reprocuzem-se por divisão binária, como as bactéries. 

A reprodução sexuada se faz pela formação de ascesporos, isto é, esporos 

tidos no interior de um asco. 


1.3 - Nutrição microbiana 
1.3.1 = Considerações geris 


Basicamente as necessidades nutritivas dos microrganismos são as mes- 
que as de todos os seres vivos, que, para *enovarem seu protoplasma е 
rcerem suas atividades, exigem fontes de energia e fontes de material plás- 

Nos seres superiores, todavia, encontramos apenas dois tipos nutritivos 
a) os vegetais são fotoseintéticos, isto é, obtém energia da luz solar, e auto- 
fices, nutrindo-se exclusivamente de substâncias inorgánicas; 

b) оз animais são quistictrofics, obiendo energia às custas de reações 
micas e heterotróicos, por exigirem fontes orgânicas de carbono. 

Entreos microrganismos, principalmente as bactérias, há uma variedade 
tipos intermediários entre os dois tipos mencionados. 


1:32 - Fontes de energa 


As algas e algumas bactérias são fotossintéticas, Nas primeiras о pig- 
nto principal é a clorofila, como nas plantas; durante o processo а água é 
“lizada como doadora de elétrons, com desprendimento de oxigênio. Esse 
rocesso é importantíssimo e cerca de 50% do oxigênio atmosférico provém 
Nas bactérias, o pigmento fotossintético não a clorofila vegetal; não hà 
lução de oxigênio, pois a água não é utilizada como fonte de elétrons. Bac- 
ias que utilizam compostos inorgánicos (FL, por exemplo) para esse fim 
jo chamadas de ltorófias; as organotrófcas são «s que exigem doadores or- 
cos de elétrons. 
Os fungos e a grande maioria das bactérias são quimiotróficos, obtendo 
gia às custas de reações químicas, onde substratos adequados são oxida- 
Os microrganismos litotróficos oxidam compostos inorgânicos, enquanto 
os organotróficos oxidam compostos orgânicos. No primeiro grupo en- 
ramos somente bactérias, algumas de considerável importância. Como 
mplo, as bactérias do gênero Thiobacillus 510 capazes de oxidar enxofre 
luzindo ácido sulfúrico. São, por isso, utilizadas na lixiviação de metais 
minérios pobres, como de cobre ou de urânio, onde © processo químico 
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usual seria pouco econômico, No segundo grupo encontramos os fungos, 
além de um grande número de bactérias. 


133 — Fontes de materilpásico 


Para a renovação da matéria viva, os elementos quantitativamente mais 
importantes são o carbono, o hidrogênio, о oxiginio, o nitrogênio, o enxofre o 
o fósforo. 

Fontes de carbono. Para os microrganismos autotróficos a única fonte de 
carbono éo CO, ou ө fon bicarbonato, a partir dos quais conseguem sinteti 
zar lodos os compostos orgânicos de que necessitam. Fungos ¢ a maioria 
das bactérias são helerotróficos, exigindo fontes orgánicas de carbono; des- 
tas, as mais comuns são os carboidratos, particularmente D-glicose; ami- 
noácidos, ácidos monocarboxilicos, lipídeos, álcoois e mesmo polímeros 
como amido е colulose podem também ser utilizados. Na realidade, qual- 
quer composto orgânico natural e muitos sintéticos podom sor utilizados 
por algum microrganismo. Essa versatilidade é de uma extraordinária im- 
portincia, permitindo o emprego de microrganismos numa extensa série 
de transformações úteis para o homem. Na maior parte das vezes, o mesmo 
composto é usado para obter energia e esqueletos de carbono. Além disso, 
os microrganismos heterotráficos são também capazes de fixar CO, (muitos 
o exigem em quantidades maiores), embora não como fonte única de carbo- 
no. Os elementos químicos oxigênio е hidrogênio geralmente fazem parte 
dos compostos orgânicos. 

Fontes de nitrogênio. Quanto à necessidade de nitrogênio há, em linhas 
“gerais, três categorias de microrganismos. Algumas bactérias retiram o nitro- 
génio diretamente da atmosfera o o convertem a nitrogênio orgánico. Fesa ^f 
xação” de nitrogênio é exercida por bactérias dos géneros Azotobacter, 
Clostridium e Rhizobium. Flas executam o processo em simbiose com plantas 
leguminosas. Estudos recentes têm demonstrado que, além desses, outros mi- 
crorganismos são capazes de fixar diretamente o nitrogênio atmosférico: algu- 
mas algas azul esverdeadas е bactérias dos gêneros Aciromobacter, Nocardia, 
Pseudomonas е Aerobocter, Novamente temos aqui um processo de considerá- 
vel importância econômica. Tais microrganismos podem contribuir de maneira 
significativa na fertilidade e produtividade do solo. Numerosos fungos, algas 
ea quase totalidade das bactérias utilizam compostos inorgánicos de nitrogó- 
nio, em especial sais de amônio e ocasionalmente nitratos (raramente nitritos). 
Fungos e algumas bactérias exigem fontes orgânicas de nitrogênio, represen- 
tadas por um número variável de aminoácidos. De um modo geral, a adição 
Че aminoácidos ou hidrolisacos de proteinas favorece o crescimento da maio- 
rìa dos microrganismos heterotróficos 

fons inorgânicos essenciais. Além de carbono e nitrogênio, os microrganis- 
mos exigem uma série de outros elementos, sob a forma de compostos inorgá- 


nicos, Alguns são necessários cm quantidades apreciáveis — macronutrientes — 
enquanto que, de outros, bastam traços — micronuirientes. Dentre os primeiros 
temos o fósforo, sob a forma de fosfatos, Importante no metabolismo energéii- 
co e na sintese de acidos nucleicos о efe, necessário por fazer parte de 
aminoácidos como cistina e cisteina e para a síntese de vitamines como bioti- 
Ra e tiamina; o potassio, ativador de enzimas e regulador da pressão osmótica; 
o magnésio, ativador de enzimas extracelulares e fator importante na esporula- 
São; о ferro, necessário para a sintese dos citecromos e de cortos pigmentos. O 
Papel dos micronutrientes não é tão bem conhecido, dadas as dificuldades de 
Tou estudo. Tem-se, todavia, demonstrado, em casos específicos, а necessida- 
de de elementos como cobre, cobalto, zinco, manganês, sódio, boro e muitos. 
outros. 


Fatores de crescimento. Donominam-se fatores de croscimento os compos- 
tes orgânicos indispensáveis a um determinado microrganismo, mas que ele 
não consegue sintetizar. Tais fatores, portanto, devem estar presentes ло meio 
para que о microrganismo possa crescer. Muitas desses fatores são vitaminas, 
em especial do complexo Bi outras vezes são aminoácidos, nucleotídeos е ác 
dos graxos. Аз necessidades dos microrganismos, nesse particular, são varia- 
dissimas. 

Um dos aspectos importantes dessa indispensabilidade resulta do fato de 
que, quando um microrganismo exige um determinado fator, seu crescimento 
será limitado pela quantidade do fator presente no meio. Dentro de certos limi 
tes, о crescimento será proporcional ao teor do composto limitante Isso permi- 
te a elaboração de um método de dosagem de certos compostos, baseado па 
medida do crescimento microbiano. Essa é a base da dosagem microbiológica de 
uma série de substâncias, principalmente aminoscidos e vitaminas. 


13.4 - Água 

A água não constitui um nutriente, mas é absolutamente indispensável 
para o crescimento dos microrganismos. Seu papel é múltiplo. Com exceção. 
dos protozoários, capazes de englobar partículas sólidas, os microrganismos. 
Se nutrem pela passagem de substâncias em solução através da membrana ci- 
taplasmática. А água é o solvente universal. Além disse, a água exerce função 
primordial na regulação da pressão osmotica e, pelo seu elevado calor especí- 
fico, na regulação térmica, À maior parte dos microrganismos, quando não es- 
porulados, morte rapidamente pela dessecação. 


13.5 - Oxigênio ammosíérico 


Como a água, o oxigénio atmosférico não é um nutriente e funciona ape- 
mas como receptor final de hidrogênio nos processos de respiração aeróbica. 
Os microrganismos têm comportamentos diferentes na presença de O, livre: 
microrganismos aeróbios exigem а presença do oxigênio livre; alguns, todavia, 
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о exigem em pequena quantidade, não tolorando as pressões normais de O, 
atmosférico: são os microaeróflos, microrganismos anaróbios não toleram А 
presença de oxigênio livre, morrendo rapidamente nessas condições; micror- 
вате flies tato podem crescer na presença como na ausência de 
oxigênio livre, 

Entre as bactérias, encontramos os três tipos de comportamentos. Os 
fungos são aeróbios ou facultativos, raramente anacróbios. 


1.4 - Meios de cultura 
1.4.1 — Considerações geras 


Nas condições artificiais do laboratório o crescimento de microrganis 
mos é conseguido pela semeadura dos mesmos em meios de cultura, cuja 
composição deve atender aos princípios expostos no item anterior. Dada à 
variedade de tipos nutritivos, é fácil compreender que não há um meio de cul- 
tura universal. Muitas vezes, o que é exigido por um determinado microrga- 
nismo inibe totalmente о crescimento de outros; é o que sucede com a matéria 
orgânica necessária ao crescimento de germes heterotróficos que, na maioria 
das vezes, inibe totalmente a proliferação de autotróficos. Assim, para compor 
um melo adequado, é necessário conhecer а fisiologia dos microrganismos em 
estudo, Lembramos que cada microrganismo duplicado ou multiplicado deve 
possuir todos os componentes da célula original. Para se ter uma idéia aproxi 
mada da composição química de uma bactéria, por exemplo a Escherichia coli, 
veja a Tab. 12. Os números apresentados são válidos para essa bactéria, quando 
cultivada nas condições estabelecidas; eles não são válidos para outros micror- 
garismos (outras bactérias ош fungos), mas servem de referencial 


42 - Composição dos meios de cultura 

Basicamente existem deis grandes grupos de meios de cultura: os meios. 
sintéticos e cs meios complexos. Chamam se meios sintéticos àqueles cuja com- 
posição química é qualitativa e quantitativamente conhecida. Considere-se, 
por exemplo, o seguinte meio: АНС, 10g; KHFO, 10g; MgSO.. 7H.O, 0,28; 
FeSO, HO, 0015; CaCl, 02g; МАСІ, 4H O; 0,0028; NaMoO, ZH.O, 00018; 
С 

Temos aquí um meio que se enquadra na definição de sintético. Tam- 
bém está de acordo com os princípios gerais, já expostos, no que tange à fonte. 
Че nitrogênio e fons inorgânicos; não contém, entretanto, uma fonte de carbo- 
no nem fonte de oner 

Isso sucede porque o meto foi planejado para a cultura de germes fotoli- 
totróficos: só contém material inorgánico; a fonte de carbono é o CO, (prove- 
niente do ar) ea fonte de energia é a luz solar. Para que os microrganismos 
crosçam nesse meio, eles devem sor inculados cm presença de luz e em condi- 
ches de acrobiose, 
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төен 12 = Copos ia aces cr 


Macromoléaias [жа Мыш remo | пота) | Pano 
CI (mean E 
3 so | ssa | 9000 2xome | шю 
RNA (ota) эз | оза 
К | | ee mw 1 
JONA. | |o soj sae | nw | 1 
EON м| 3900 | mm | 1 
transferència | Sé| эзш | бю | ю 
mensageiro 4 oao 1 | жю 
DNA EN nk ud Kod NE 1 
Lipide sa | asa A5 naow = 
Lipopolisscarido | 34 | 104 Pag | 1 
Mucocompleio EE Po vi Мей 1 1 
Gliogênio 3| za | ын] cm 1 
its | | aro 
Мает em solucio: | 29 | ай 
Subunidade, | т 
vitaminas, metabólitos 10 
Tons оён w| эл 
Masa eesti | 1000 | эмо 


Massa de uma bactéria 98x 10%] 
Conteido aquoso: 6710" 

Massa seca de uma bactéri: 284 « 10" 

+ Há quatro dassos de fio, cda uma dalas com composçõs var de sados graxos. 


Sea esse meio de cultura adicionarmos 0,5 g de glicose, ele continuaria a 
ser enquadrado na definição de sintético, mas, contendo agora uma fonte or. 
Sinica de energia e carbono (glicose), permitirá o crescimento de quimiorgs 

notróficos como, por exemplo, Escherichia coli, habitante normal do intestino 
dos mamíferos. Tratase de um organismo do excepcionais capacidades de 
síntese, poi, a partir da glicose e dos sais minerais do meio, consegue fabricar 
todos os componentes do protoplasma Se quisermos, contudo, cultivar uma 
bactéria com características nutritivas semelhantes à £.cili, o bacilo tifico (Sal- 
monelta typhi), será necessário, além da glicose, adicionar o aminoácido tripto- 
fano; .tUphi nào consegue sintetizar triptofano, que, para eia, como definimos 
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anteriormente, é um fator de crescimento. Outros aminoácidos podem ser in- 
cluídos, permitindo o crescimento de um número cada vez maior de micror- 
ganismos. O meio, contudo, ainda será considerado como sintético, pois sua. 
compesição é sempre bem definida. 

Se quisermos cultivar microrganismos mais exigentes nesse meio, pode- 
mos enriquecé-lo com substâncias capazes de fornecer uma variedade grande 
de vitaminas e aminoácidos como, por exemplo, extrato de leveduras. Nesse 
momento o meio passou a ser complexo, pois contém um produto cuja com- 
posição quimica não é perfeitamente definida, o extrato de levecuras. Na prá- 
tica, а maior parte dos meios utilizados é do tipo complexe e as mais variadas 
substâncias podem ser utilizadas na sua composição: peptonas, extrato de car- 
pe, extratos de úrgãos animais como fígado, coração, estratos de vegetais 
“como soja, arroz, ou outras como sangue, soro, ec. 


143 - Estado fico dos meios de cultura 


Os meios de cultura podem ser constituidos simplesmente por soluções. 
де nutrientes. Geralmente os microrganismos tem maior facilidade de iniciar 
O seu crescimento nesse tipo de meio, principalmente se o seu número é, de 
início, pequeno, Quando, todavia, existe mais de um tipo de microrganismo. 
no material semeado, o crescimento final será constituído de uma mistura 
destes, o que impede que se tirem conclusões a respeito da natureza е da ati- 
vidade de cada um. Para que as característicos de um microrganismo possem. 
ser reconhecidas ou para que a sua atividade posea sor devidamente арком 

tada, elo deve so encontrar om “cultura pura”, isto 6, não deve sor misturado a 


Tara que se possa separá-los num material ou numa cultura líquida, há 
necessidade de semeá-los na superfície de um meio sólido. Nesse caso, se O 
material foi adequadamente diluído e o espalhamento bem feito, cada micror- 
ganismo estará separado de seu vizinho e, multiplicando-<e, formará uma co- 
Тема de organismos iguais a ele, visível macroscopicamente e facilmente 
transferível para novo meio, do onde crescerdo em cultura pura. 


Os meios sólidos são preparados adicionando-se um agente solidifica- 
dor às soluções de nutrientes, O agente mais usado é o бат, polissacarídeo ex- 
traído de algas, que funde a 100'C, mas somente solidifica de novo oo redor 
Че 45C. A adição de 15 a 2% de ágar зо meio de cultura líquido é suficiente: 
para a solidificação deles. Sendo um polissacarídeo e, portanto, de natureza 
orgânica, o ágar poderá inibir o crescimento de certos microrganismos auto- 
tróficos, Nesses casos, usa-se como solidificadora ílica-gel. 


144 - Meios seletivos e diferencis 


Meios seletivos são aqueles cujas características impedem o crescimento 
de cortos microrganismos, permitindo apenas о crescimento de outros. O 
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meio descrito no item 14.2, por exemplo, é seletivo para fotolitotróficos. 
Muitas vezes a seletividade do meio depende da adição de algum composto. 
inibidor dos indesejáveis. Assim, por exemplo, corantes básicos inibem o cres- 
cimento de bactérias gram positivas, enquanto que а azida sódica inibe as 
ram negativas. 

Meios diferenciais são aqueles que conferem características especiais às. 
colônias que, em condições normais, seriam idênticas, Assim, microrganismos. 
Hermentadores de lactose, semeados em meio contendo lactose e um indica- 
“dos, dao colônias de cor diferente das dos nao fermentadores, pois, crescendo, 
fermentam a lactose, originando ácido lático, que faz “virar” o indicador- 


1.4.5 — Conservação dos microrganimos 


Isolado um microrganismo em cultura pura, é mister conservi-lo no la- 
boratório рага estudo ou uso futuro. Várias 530 а técnicas empregadas рага 
tal fim, conforme a natureza do organismo em questão. A técnica mais co- 
mum consiste em semear em meio sólido distribuído em tubos e, periodica 
sente, transfert-lo para novo meio. O tempo decorrido de uma transferência 
para outra dependerá da resistência do microrganismo. É conveniente que о 
metabolismo microbiano seja reduzido tanto quanto possível, pois, nessas. 
condições, ele permanecerá viável por tempo mais prolongado. Para se conse- 
guir tal resaltado, há vários recursos que serão aplicados, de acordo com о 
бро de microrganismo em questão. Uma das técnicas mais simples consiste 
em se conservar as culturas à temperatura de geladeira; há germes que pet- 
manecem viáveis durante meses. Outra técnica consiste em se recobrir a cultu- 
та com uma camada de óleo mineral esteri, reduzindo dessa forma o 
suprimento de oxigênio e, consequentemente, о metabolismo microbiano: To- 
dos esses processos, todavia, envolvem um trabalho intenso e constant, prin- 
sipalmente quando o número de organismos na coleção é grande. Além disso, 
muita atenção é necessária nas transferências, para evitar uma contaminação. 
Outro problema importante decorre do fato de que, com o correr do tempo, 
muitos microrganismos podem sofrer mutações е, com isto. terem suas carac- 
terísticas alteradas. Para se contornar esses inconvenientes, recorreae ao pro- 
cesso da lfilzação, que já exige um equipamento especial. Nesse processo, 

organismos são suspensos em um meio adequado (leite ou albumina, рог 
exemplo), colocados em uma ampola e rapidamente congelados no minimo а 
SOC. Em seguida, procede-se à secagem do material por uma sublimação da 
Эрма e, pés isso, as ampolas são fechadas hermeticamente, O material pode 
ser conservado à temperatura ambiente, Outra técnica utilizada é a conserva: 
Sio em temperatura de nitrogênio liquido (1790). Empregando as duas ili 
nas técnicas — lioflização e nitrogênio liquido — os microrganismos podem 
ser guardados durante muito tempo, até mesmo anos, sem que haja necessida- 
de de renovação e sem alterações em suas propriedades, Um método simples 
de conservar fungos, é através de seus esporos. Estes são misturados à areia, 
solo ou sílica, previamente eserlizados. 
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Há instituições especializadas que identificam, armazenam e vendem 
bactérias, fungos e vírus. A mais conhecida é a American Type Culture Col- 
ection — ATCC. 


1.5 — Crescimento microbiano 


15.1 - Considerações gerais 

Considora-se como crescimento, om sistemas biológicos, o aumento de 
massa resultante de um acréscimo ordenado de todos os componentes Че 
protoplasma. Assim, aumentos de tamanho decorrentes de fenómenos como. 
absorção de água ou acúmulo de material de reserva não podem ser conside- 
rados como crescimento. Em microbiologia, embora seja possível estudar o. 
crescimento individual, geralmente o que se mede é o crescimento de uma 
População, exprimindo-se quer em termos da massa tota, quer em função do. 
número de individuos. 


152 - Medida de crescimento 


О crescimento de uma população microbiana em meio líquido pode ser 
determinado de várias formas. 

aj Determinação do peso seco ou úmido. A medida do peso úmido é bastan- 
te falha, dando apenas uma idéia grosseira da massa microbiana presente 
Prefere-se, por isso, a determinação do peso seco, que sendo corretamente. 
executada, constitui o processo básico de medida de massa, servindo como re- 
feréncia na padronização de outros métodos. Uma amostra da suspensao mi- 
crobiana é centrifugada, o sobrenadante desprezado e о sedimento celular 
lavado algumas vezes com água destilada ou solução salina. Após a última 
centrifugação, о sedimento é colocado em um vidro de relógio previamente 
tarado е, em seguida, secado em estufa até peso constante. Há, contudo, certas 
limitações inerentes а cesa tdenica, Sio necessárias amostras relativamente 
grandes para que as medidas tenham significado. Isso significa que não é pos- 
Sivel acompanhar o crescimento de uma população microbiana desde as suas 
fases iniciais, sendo necessário esperar que a massa atinja um nível critico. A 
lavagem das células antes da secagem pode levar a perdas de material e, além 
disso, componentes celulares soliveis podem ser retirados. O processo não 
pode ser aplicado quando о meio de cultura contém partículas sólidas em sus- 
pensão, 

b) Determinação quimica de componentes celulares. É possível calcular a 
massa microbiana pela dosagem de certos componentes celulares, como pro- 
teima e ácidos nucléicos. Esses métodos podem ser muito sensíveis e, portan- 
to, aplicáveis a amostras pequenas. Seu inconveniente maior reside no fato. 
de ser a composição quimica das celulas micrabianas, principalmente bacté- 
таз altamente variável de acordo com as condições de crescimento: compo- 


Gomes 21 


idade da cultura e velocidade de crescimento, Para 
tais métodos são bastante sensíveis е 


ção do meio de cultura 
Та dada série de condições, todav 


e) Tertidimeria. Consiste na medida da turvação de uma suspensão mi 
сомага. Pode-se medir à abeorbância em um ospectrofotômetro ou a capaci 
Sade de dispersão da luz em um nefelômetro. Verificou-se que a turvação está 
“acionada com a massa de microrganismos presente. O processo é extrema- 
Sente simples, permitindo que se obterham resultados е construam curvas 
Saralelamente 20 desenvolvimento do processo. Há, contudo, fatores que in- 
тет com a precisão do método, principalmente o tamanho das células e 
Sia composição química, além da presença de material particulado no meio 
de cultura. Рата obter bons resultados, é portanto necessário construir curvas. 
Se calibração, com base em determinações de peso seco, para cada conjunto. 
de condições experimentais. 

O número de organismos presentes numa suspensão também pode ser 
determinado, havendo para isso dois métodos principais. 


1. Contagem do número total de individuos, sem levar em conta se estão vi 
«os ou mortos, À técnica mais comum está em colocar diluições conhecidas 
2 suspensão em cámaras de contagem e, sob o microscópio, conter direta- 
“ente o número de partículas presentes num determinado volume. Outra 
Tcnica consiste em espalhar-se uma quantidade conhecida da suspensão 

ma área determinada de uma lámina, corá-a e, em seguida, contar o nù- 
hero de microrganismos presentes em vários campos do microscopio. Sa: 
Cendo-sea área do campo, calcula-se o número na suspensão. Existem ainda 
aparelhos eletrônicos que contam automaticamente o numero de partículas 
е uma suspensão. 

2. Contagem de microrganismos viáveis. É o método mais utilizado para 
contagem de bactérias e leveduras, e nesse caso são feitas diluições adequadas 
da suspensão, semeando-se alíquotas na superficie de meios sólidos. Apos um 
periodo de incubação, conta-se as colônias que cresceram. Se o espalhamento 

bem feito e homogêneo, cada colônia corresponde a uma bactéria, Levan 
Чо-зе em conta а diluição fita, calcula-se o numero de bactérias ou leveduras 
vivas presentes na suspensão original. Dada a possibilidade de duas células 
ficarem muito próximas no momento do espalhamento, a colônia formada 
será a sobreposição de duas, Em vista dessa possibilidade, o método é apro- 
priadamente chamado de contagem de unidade formadora de colônias 


1.53 = Crescimento exponencal 

Quando se acompanha o crescimento de microrganismos em melo liqui- 
do, durante o espaço de tempo em que a quantidade de nutrientes ё superior 
is necessidades destes е ainda não se acumulou uma quantidade significativa 
de substancias tóxicas, verifica-se que o crescimento, па maioria dos casos, é 


exponencial isto é, о aumento de número ou massa se faz segundo uma pro- 
gressão geometrica. 

Tratando-se de microrganismos como bactérias, certas algas unicelule- 
res e algumas leveduras que se multiplicam por divisão binaria, temos. 


мема", a 
олде Né o número de microrganismos ao fim de n divisões (ou gerações) e N, 
Фо número inicial. 
Empregandoos logaritmos dos números, temos 


log N=log N +nlog2 a2 
Ontimero do goraçõos sorá: 
ЕТЕТ аз 
log? 


A velocidade exponencial de crescimento, R, é expressa pelo número de 
gerações ra unidade de tempo: 


аә 


A recíproca де R é o tempo de geração: 


m e» 
“Ts equações, entretanvo, somente se aplicam a microrganismos que se divi- 
dem binariamente c em condições que garantam 100% de viabilidade. Assim ser- 
do, é mais conveniente aplicarse uma equação mais geral, onde so leva em 
consideração à variação da massa X de protoplasma, em função do tempor 
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Isso significa que a velocidade de crescimento é proporcional à concen- 
tração de microrganismos num instante dado. À fração pela qual a população. 
cresce na unidade de tempo é dada por y, que representa a selocidadeespecfica 
"de criscimerto, 


ax az 
riri 
Aintegracio da expressão (1.6) leva a 


—: 


In Xd X, vut a» 
Transformando para logaritmos decimais, 


кєх ех, eder iio) 
косы: 

Piojetando-se num gráfico ов valores до log X contra o tempo, obtém-se 
reta, caracteristica do crescimento exponencial. 

1.54 - Fasesdo crescimento microbiano 

É brio que numa cultura dscenína, as condições não permanecem 
js por muito tempo. Logo a quantidade de nutrientes começa а diminuir e 
ius do metabolismo microbiano vão se acumulando cada vez mais 
modificações tem uma considerável influência sobr о crescimento d 
organismos. Construindo-se um gráfico global do crescimento mlcrobi 
com cultura descontínua em meio guido, observa-se que a curva represen 
va dosse crescimento apresenta várias fatos [ig LII): 


a) Fase de “lag”. Inicialmente А um período em que contagens não re- 
elam aumento de número. Determinações de massa, todavia, geralmente 
lemonstram que há um aumento reflexo de um aumento no tamanho des in. 
duos. Essa fase só ocorre quando os microrganismos semeados provêm de 
cultura velha, não mais em crescimento exponencial É a corseqüéncia 
e uma necessidade de renovação dos microrganismos que, em culturas ve- 


ru" 


Ihas, já perderam certos sistemas enzimáticos por esgotamento do substrato, 
ou estão deficientes em ácidos nucleicos e outros componentes importantes do 
Protoplasma. Ao serem colocados em novo meio de cultura, antes de iniciarem. 
Sua multiplicação, passam por essa fase de renovação, aumentando de tama- 
nho em consequéncia da síntese de material novo. É claro que microrgani 
mos crescendo exponencialmente, semeados em melo idéntico, não apresen. 
tam faso de Ing; apresentá-la-30, todavia, so o novo meio for mais pobre que o 
original. A semeadura de microrganismos, mesmo velhos, em meio mais rico 
“que o original, leva na maior parte das vezes a uma supressão ou redução da 
fase de lag. 

b) Fase de crescimento exponencial (fase log). Nossa fase, realizam-se as 
condições descritas em 1.53. Os microrganismos se encontram na plenitude. 
Че suas capacidades, num meio cujo suprimento de nutrientes é superior às 
necessidades do organismo semeado. À velocidade de crescimento dX/dt é 
uma função da massa X e a velocidade específica и é constante. Essa é, sem 
dúvida alguma, a fase mais importante do crescimento microbiano, forne- 
cendo dados fundamentais para os estudos de fisiologia, de cinética, para os. 
quais a velocidade específica é um parâmetro de máxima importância. Nessa 
fase é possível estudar a influência de uma série de fatores, analisando as 

icações introduzidas na curva de crescimento e na composição do 
mejo de citira (consumo de substaio, aparecimento de produtos do meta. 
bolismo etc.) 

+) Fase estacionária. Ao fim de um certo tempo, variável com a natureza 
do microrganismo e condições de cultura, a velocidade de crescimento vai 4 
minuindo até atingir a fase em que o número de novos indivíduos é igual a0 
número de indivíduos que morre. Em termos de massa pode haver, durante 
um certo tempo, um ligeiro aumento. Essa é a fase estacionária, cuja duração 
varia consideravelmente. As causas dessa parada de crescimento podem ser o 
acúmulo de matabólitos tóxicos, o esgotamento de nutrientes e o esgotamento. 
deo, 

A influência do acúmulo de metabólitos tóxicos é particularmente evi- 
dente em meios contendo carboidratos fermentáveis; o acúmulo de ácidos 
Orgánicos rapidamente inibe o crescimento. О tamponamento do mei per- 
mite um rendimento maior, 


O esgotamento ocorre num certo momento em que a quantidade de 
nutrientes torna-se insuficiente para а população microbiana existente; o 
crescimento cessa. Nem sempre, todavia, esse é o motivo principal: a neutra- 
lização de produtos tóxicos, a aeração ou ambos, podem promover um 
novo surto de crescimento, mostrando que ainda havia uma quantidade su- 
ficiente de alimento. 

O esgotamento de O, é um fator importante apenas para microrga- 
nismos aeróbios ou facultativos. Numa cultura estacionária (sem agita- 
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cio) a difusão de oxigênio não se faz suficientemente depressa para su- 
rir as necessidade daqueles localizados nas camadas mais protundas do 

d) Fase de declínio. Depois de um certo tempo, о número de organismos 
“ue morre torna-se progressivamente superior ao dos que surgem. Eventual- 
ente à cultura se esterliza. A duração dessa lase é, também, extremamente 
variável. 


15.5 - Cultivo continuo 


O que foi descrito refere-se a um crescimento em cultura descontínua, 
эз qual o meio de cultura não é renovado. Nesse tipo de cultura é fácil obser- 
Sar que, a partir do momento em que o meto e incculado, as condições come- 
Sam a variar de forma progressiva. Embora muitos estudos possam ser 
Jevados a efeito com pleno éxito nessas condições, seria ideal estudar o cresci 
mento microbiano de maneira tal que todos os parâmetros se mantivessem 
Constantes, Isso se tornou possível com o processo de cultura contínua, em 
quo novo meio de cultura é adicionado constantemente ao sistema, do qual se 
Atira um volume correspondente, Um esquema do quimiosiato encontra-se 
ma Fig. 1.12. 


Fgura 112 Espere qimete. 


Oestudo do cultivo continuo de microrganismos faz parte dos objetivos 
do Capítulo 12 do Volume 2. 
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156 — Fatores que infuem no crescimento. 
a) Temperatura Para todos o» microrganismos existem três temperaturas. 
cardeais: (a) temperatura minima, abaixo da qual não hé crescimento; (b) tem- 
peratura máxima, acima de qual não há crescimento e (с) temperatura ótimo, 
onde o crescimento é máximo. Deve-se salientar que, para outras atividades. 
microbianas, exictem também temperaturas ótimas, quo não coincidem neces- 
sariamente com a lemperatura ótima de croscimonto. Do acordo com ossa tem- 
Foratura, os microrganismos podem ser classificados om trés grandes grupos 
termófilos, cujo ótimo se localiza em torno de 60°C; 

criótilos, cujo ótimo se localiza em torno de 10°C; e 

mesófilos, cujo ótimo está entre 20 е 40°С. 

Para microrganismos parasitas de animais de sangue quente, o ótimo, 
ет geral, localiza-se ao redor de 37°C, enquanto que, para os habitantes do 
Solo. cereais ete, o ótimo se situa entre 20 e 30°С, 

by р. Como a temperatura, existe sempre um valor de pH ótimo ¢ pH 
máximo е mínimo. А maioria dos microrganismos tem seu ótimo em torno da 
neutralidade. Muitos processos formentativos, entretanto, são executados por 
microrganismos, que se desenvolvem melhor em valores de pH ácido em tor- 
no de 5. Raros sio capazes de desenvolver sua atividade em limites extremos, 
Exceção notável é о Thicbacils thicoxidans, que transforma enxofre em ácido 
sulfúrico, prolilerando bem em torno de pH 1 e, no outro extremo, o Vibrio 
comma, agente causador da cólera asiática, que se desenvolve em pH 10. 

€) Oxigênio. O efeito da variação na quantidade disponível de oxigênio. 
se faz sentir no crescimento de microrganismos aerébios, para os quais é in- 
dispensável, e no de facultativos que podem crescer também na ausência de. 
О, No primeiro caso, о efeito se traduz no maior ou menor rendimento da 
cultura, enquanto que no segundo, além da diferença no rendimento, há dife- 
Tengas sensíveis na velocidade do crescimento e поз produtos da atividade do. 
microrganismo. Isso por várias razões. Em primeiro lugar, o metabolismo ae- 
róbio ¢ muito mais eficiente, fornecendo uma quantidade muito maior de 
energia, que tem como consequência um crescimento mais rápido. Em segun- 
do lugar, a via aeróbia tem geralmente como produtos finais do metabolismo 
CO, e água, enquanto que a via anaeróbia, fermentativa, tem como produtos 
finais uma série enorme de produtos orgânicos que variam de acordo com o 
microrganismo empregado e que, na maioria das vezes, são de natureza a ini 
bir о crescimento microbiano. Assim sendo, quando se deseja obter grandes 
massas de microrganismos, o processo usual consiste em se promover uma 
aeração vigorosa da cultura, quer por borbulhamento de ar, quer por agita- 
ção ou ambos simultaneamente. Como } foi mencionado no início, tais méto- 
dos só influenciam o crescimento de acróbios ou facultativos. 


————À 
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4) Agitação Uma das consequências da agitação é promove 
seração do meio, favorecendo o crescimento de acróbios е facultativos. Além 
disso, entretanto, а agitação promove uma homogeneização dos nutrientes no. 
meio de cultura e uma dispersão dos produtos metabólicos, o que também fa- 
sorece o crescimento de maneira apreciável, inclusive de microrganismos. 
anseróbios. 


1.6 — Controle dos microrganismos pela ação dos agentes 
s 


1.6.1 — Considerações gerais 

Denomina-se esterilização o processo pelo qual são mortos, inativados ir. 
seversivelmente ou retirados todos os organismos de um material ou suspen- 
So, inclusive as formas esporuladas. Geralmente os processos empregados 
para esse fim são processos fisicos, por serem mais eficientes е, com algumas 
Exceções, menos dispendiosos que os químicos. 


62 - Temperatura 


Do todos os processos ompregados para matar microrganismos, o calor 
é sem dúvida alguma, o mais eficiente e econômico. Pode ser empregado de 
duas maneiras: seca e úmido. O calor seco age promovendo uma oxidação 
violenta de componentes do protoplasma. Sua eficiencia é comparativamente 
baixa, pois nào tem muita capacidade de penetração. Além disso, não é todo. 
“ipa de material que pode ser submetido às temperaturas necessárias para es- 
serlizacio pelo calor seco (160 a 180°C durante um tempo mínimo де uma ou 
dus horas), Emprega-se para vidraria, óleos ou pós; nem todo material meti- 
sco pode sec esterilizado a seco; certos instrumentos delicados podem perder 
o corte оа a tempera. O processo da flambrgem, utilizado nos laboratórios de 
microbiologia para esterilizar alças e fios de platina, consiste em passarse o 
aterial diretamente na chama do bico de Bunsen. 


O calor úmido é muito mais eficiente. Age promovendo a desnaturação 
Че proteinas e dissolução de lipídeos, о que também contribui para intersift- 
ar o primeiro efeito, Tem alta capacidade de penetração e pode ser utilizado 
a uma grande variedade de materials, Inclusive biológicos. À temperatura 
de 60°C, durante uma hora, é suficiente para matar as formas vegetativas de 
todos os microrganismos, excetuando-se os termófilos, naturalmente. A 100°C 
formas vegetativas morrem em poucos minutos; se mantida essa tempera- 
a durante 15 minutos, morro também a maioria dos esporos. Há, contudo, 
poros, principalmente de saprófitas, que podem resistir 20 aquecimento à 
ТЭС durante várias horas, suportando mesmo temperaturas um pouco mais 
altas, Para matar qualquer tipo de microrganismo, inclusive todos os tipos de 
esporos, emprega-se vapor d'água aquecido a 120°C, sob uma pressão de uma 
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atmosfera acima da normal, durante 20 minutos. O aparelho utilizado para 
esse fim é a auteclave que consiste num recipiente de paredes resistentes onde. 
se coloca o material. O vapor poderá ser produzido pelo aquecimento da água 
contida na própria autoclave ou ser introduzido por tubulação adequada 
Para que о processo seja eficiente, é indispensável que se evite mistura de ar 
ao vapor e que o material esteja acondicionado e distribuido de forma conve- 


A pesteurização consiste no aquecimento а 62°C por 30 minutos, seguido 
de um resfriamento brusco. Não é um processo de esterilização, tendo sido 
inicialmente empregado para destruir os microrganismos patogênicos presen- 
tes no leite, Além disso, utiliza-se esse metodo para interromper certos pro- 
cessos microbiológicos industriais quando estes atingem um certo ponto. É o 
que sucede па fabricação da cerveja, por exemplo, 

De um modo geral, os microrganismos são mais resistentes ao frio do 
que ao calor. Com algumas exceções, a temperatura de geladeira (4'C) pode 
Ser empregada para а conservação de culturas. Temperaturas inferiores a 0°C 
podem ser letais para microrganismos. O congelamento lento promove a for 
mação de cristais de gelo, que perfuram а membrana c a parede celular. A al- 
ternância de congdlamento е desongelamento é um processo bastante oficion 
te para lesar e matar microrganismos. O congelamento brusco a temperaturas 
inferiores а -30'C nào leva à formação de cristais, е ов microrganismos geral 
mente sobrevivem durante muito tempo nessas condições principalmente se o 
processo é seguido de um dessecamento a vácuo. Essa é a técnica da lifiliza- 
cão, empregada para a conservação de microrganismos e de material biológi- 
co em geral. 


163 - Radações 

De interesse prático pela sua atividade leal sobre microrganismos sãos. 
as radiações ultravioleta (UV) e as radiações chamadas ionizantes. 

As radiações UV, principalmente as de comprimento de onda entre 240 е 
280 nm. são absorvidas pelas purinas e pirimidinas dos ácidos nucléicos, pro- 
vocando mutações. Anéis aromáticos de aminoácidos também absorvem radia- 
ções, levando à inativação de enzimas, Ambos os efeitos podem levar a célula à 
morte, Na prática, empregam-se lâmpadas de mercúrio como fonte de radia- 
cies UY. O seu emprega em lugares públicos, salas de operação, berçário, en- 
fermarias e salas assépticas, tem sido bem sucedido. Os resaltados demonstram 
“que há uma redução apreciável da contaminações e cas infeções cruzadas. Pre- 
caução indispensável é evitar a incidência direta da luz ultravioleta sobre as 
pessoas, pois ela produz, conforme o tempo de exposição, queimaduras graves 
elesões severas da cómen. 

As radiações ionizantes exercem atividade de forma diferent, pois at 
gem os átomos e são Incomparavelmente mais eficientes. Enquanto que, para 
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matar uma célula de Escherichia coli são necessários 10' quanta, no caso dos 
lis UV, apenas 1 quantum é suficiente quando se trata de radiações ionizan- 

Seringas, agulhas е outros materiais descartáveis têm sido esterilizados 
esse processo. 


164 — Filtração 


A passagem de soluções ou gases através de filtros de poros suficiente- 
te pequenos que retém microrganismos pode ser empregada na remoção 
bactérias е fungos, deixando entretanto passar a maioria dos vírus. 

As velas porosas de porcelana foram muito usadas no passado e atual- 
nte são empregadas membranas filtrantes de nitrocelulose е acetato de се- 
ese para esse tim. 

А filtração tem como principais aplicações a esterilização de soluções 
rmossensíveis e na entrada de salas ou ambientes onde qualquer microrga- 

o do ar é indesejável. Muito comum é a esterilização do ar que é borbu- 
ido em meios de cultura, sendo bastante empregados filtros de là de vidro. 


1.65 = Vibrações sênicas. 
Sons audiveis têm uma frequência que não ultrapassa 24 kHz; entre 9) е 
)0 KHz, as freqiéncias são supersónices e acima de 200,0 KHz, ultra-sônicas. 
uitos microrganismos são sensíveis a vibrações ultrasOnicas, sendo destrut- 
ios por lise е extravesamento do conteúdo celular, Uma des explicações para o 
to besela-se no fenômeno de covitação: os gases dissolvidos em líquidos. 
slides tais vibrações seem de solução sob a forma de microbolhas е estas, 
ioleniamente agitadas, chocam-se contra as paredes microbianas, rompen- 
ras. O emprego da sonicação рата a ruptura de microrganismos tem sido útil, 
permitir а obtenção de frações independertemente de um tratamento quía 
mico ou térmico e isentas de partículas inertes, como а alumina. 


1.7 - Controle pela ação de agentes químicos 
1.7.1 - Considerações gerais 


Classicamente, os agentes químicos empregados para matar ou inativar 
microrganismos são classificados em dois grandes grupos desinfetantes e 
agentes quimiterápicos 

Desinfetantes. São substâncias que agem diretamente sobre ostruturas 
xobianas, causando a morte do microrganismo: Não matam necessaria- 
mente todos microrganismos Devem diminuir o número, de tal forma que os 
indesejáveis não representam mais um risco para o processo. As principais. 
estruturas e moléculas alvo são а membrana citoplasmática, sensível aos 
agentes capazes de dissolver os lipídeos que a compõem, e as proteinas erzi- 
máticas ou estruturais. Os mecanismos de ação são os mais diversos, como 
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oxidantes, desmaturantes, alquilentes, cte: Pelo fato de agirem sobre estrutu- 
ras е moléculas comuns a todas as células, quer de microrganismos, quer de 
Seres Superiores, os desinfetantes são tóxicos gerais, não possuindo especifici- 
dade para este ош aquele microrganismo, não podendo ser introduzidos nos 
organismos superiores. É claro que nem todos os microrgarimos são igual- 
mente sersíveis, mas o que sucede, em geral, é que quando um microrganis- 
mo é mais resistente, ele о ¢ а todos os desinfetantes indiscriminadamente. E о 
que acontece, por exemplo, com Pseudomonas aeruginosa. Certos desinfetantes, 
tendo uma ação menos tóxica, podem ser usados na superfície de tecidos vi- 
vos, Nesse caso particular, tomam o nome de antissépticos. 

Agentes quimioterápics. São substâncias que interferem, na grande majo- 
ria dos casos, em determinadas ¿tas metabólicas, isto €, a ação dos agentes qui- 
mloterápicos se restringe às células de microrganismos que possuem а via 
metabólica sensível. Assim, por exemplo, a sulfanilamida age competindo 
com o ácido p-aminobenzéico, que é um metabólito essencial pare a síntese 
do ácido fólico. Células ou microrganismos incapazes de sintetizar ácido fl 
co são resistentes iquolo agente. Ds agentes quimioterápicos podem ser sinl 
ticos, como é caso das sulías, ou naturais, como os antibióticos, sendo então 
produzidos por microrganismos; é o caso da penicilina, estreptomicina, tetra- 
ciclina, etc. 

“Tanto para os desinfetantes como para os quimioterápicos, há a possi 
lidade do agente ser microbicida, determinando а morte do micrergonisme, ou 
microbiostático, apenas impedindo sua proliferação. Em muitos casos, essa dis- 
tinção é pouco nítida е a mesma substância, dependendo da dose e do tempo de 
contato em que foram empregados, poderá agir de uma ou de outra forma. 

Deve-se ressaltar que, em tecnología industrial o termo desinfetante é 
utilizado para designar qualquer agente químico empregado num processo micro- 
biológico para inibir ox matar microrganismos contaminantes indesejáveis. Tanto 
podem ser utilizados agentes do primeiro grupo (desinfetantes) como do se- 
gundo (quimioterápicos) 


17.2 - Determinação da potência dos desinfetantes. 


O processo empregado obrigatoriamente é a determinação do chamado 
coeficiente fenólico, Consiste na comparação, em condições padronizadas, da 
atividade de um desinfetante qualquer com a atividade do fenol, considerado 
como padrão. A relação entre o inverso da diluição de desinfetante que mata 
© microrganismo empregado (Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa ou 
Staphylococcus aureus) em um determinado tempo e o inverso da diluição de 
fenol que mata o mesmo microrganismo, nas mesmas condições e no mesmo. 
tempo, constitui o coeficiente fenólico. Apesar de tal determinação ser obriga- 
tória por lei, o cocficiente fendlico é um indice extremamente precário da ali- 
vidade de um desiniotante, a não sor que elo seja, também, de natureza 
fenólica, Isso porque desinfetantes diferentes, tendo mecanismos de ação dife 
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sentes, serão afetados de forma diversa pelas condições de uso. Assim, tem 
(grande influência na atividade dos desinfetantes o fator de diluição. Verifi- 
course ser válida a equação 
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“onde C éa concentração, ! o tempo, n o coeficiente de diluição е K uma cons- 
tante, Desinfetantes como o fenol e derivados têm 1 = 1. зө significa que, 
sendo diluído à metade, o tempo necessário para se obter o mesmo efeito será 
ә dobio. Já o bicloreto de mercurio tem = 6. Sendo diluido à metade, o tem- 
po de ação aumentara sessenta e quatro vezes. Por esse motivo, atualmente se 
Prefer avaliar a atividade dos desinfetantes com provas realizadas nas cond 
ires deus 

Outros fatores influem consideravelmente na atividade dos desinfetar- 
des: temperatura, pH, presença de sas e, principalmente, presença de protei- 
nas estranhas. Certos agentes, extremamente ativos “in vito”, perdem quase 
Totalmente sua atividade, quando em presença de material orgánico contendo 
proteina, em virtude de sua grande afinidade por ela. É o que sucede, por 
exemplo, com os compostos de mercúrio. 


173 - һәр grupos 

мао һа uma classificação única aceita, de tal forma que apresentare- 
imos os agentes químicos em grupos que tenham em comum as funções quí- 
micas (Alcools, aldeídos, etc), ou elementos quimicos (halogénios, metais 
pesados, ete), ou mecanismos de ação agentes oxidantes, agentes de super- 
ficie, etc). Cabe lembrar ainda que cada um dos compostos citados abaixo, 
pode ler seu emprego como esterilizante, desinfetante, antisséptico ou até 
Tomservante, devendo ne entanto serem consultados livros especializados 
quanto à concentração tempo de contato е modo de emprego 

Álcoois etilico, isopropilico, propilenoglicol, etilenogico 

Aldeídos: fórmico (formol), glutárico. 

Fenóis: fenol, resol, timol, clorocresol, cloroxilenol 


Ácidos orgini 
Halogênios: iodo, cloro, ácido Iupocloroso, cloraminas hipoclorito. 
Metais pesados: sais de mercário, prata, cobre, zinco. 

Agentes oxidantes: água oxigenada, permanganato de potássio. 


»» acético, lactico, benzóico, capróico. 


Agentes do superficie: cloreto de benzalcónio, cloreto de benzetônio, 
cloreto de cetil-piridineo, clorohexidina. 

Gases: óxido de etileno, óxido de propilenc, Bete-propil-lactons, dióxido. 
de cloro, ozona. 
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TÉCNICAS BÁSICAS 
^^ EM MICROBIOLOGIA 


M. Ligia C. Carvalhal 


2.1 - Segurança no laboratório 


Em microbiologia. trabalhar bem significa 


olhar com segurança. 


organismos patogênicos ou pe 
normas de se- 

torstério, antes mesmo do início 
s importantes по 


objetos de uso 


o no laboratório, vestir sempre um avental, abotoado ou fe- 


ле do corpo. Não salt do laboratorio como 


rio de micro- 


r portas e janelas durante o tra 
correntes de ar. 


evitar contaminações originadas pel 
4) Limpar e desinfetar a bancada antes e o As paredes eo 
do laboratório também devem estar sempr: 


ou fumar dentro do labo- 
borracha ou automáticos. 
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7) Prender os cabelos, quando longos, para evitar o contato com a chama 
dobico de gás, 

8) Descartar todo o material contaminado em local apropriado e seguro. 
Tratando-se de pipetas, láminas, ete., deixá-las mergulhadas em solução de- 
sinfetante apropriada por tempo determinado, antes de ser efetuada а lava- | 
gem e esterilização dos mesmos. 

3) Evitar a produção de aerossóis que possam conter microrganismos vi 
vos, pois estes podem ser fontes potenciais de contaminação е de infesção. 
Aerossóis são partículas, líquidas ou sólidas medindo apenas alguns micro 
metros, que permanecen, em função до seu diminuto tamanho, suspensas no. 
ar, podendo ser inaladas pelas pessoas que estão no local, Para. 
originados pela formação de aerossóis, o procedimento recomendado € о uso | 
de cámaras especiais para a prática com microrganismos (Vol2, Cap.5) 

10) Manter sempre а atenção по trabalho que está sendo executado, a 
fim de evitar acidentes 


11) Ao carregar tubos no laboratório, nunca colocá-los no bolso mas sim. 
acondicioná-los em estantes. O mesma deve ser feito com placas e outros ma- 
teriais, que devem ser transportados em bandejas apropriadas. 

12) Após a quebra de qualquer recipiente contendo microrganismos, co- 
brir imediatamente o local com toalhas de papel saturadas com solução desin- 
tante. Deixar atuar durante pelo menos 15 min. 

13) A manipulação de fungos deve ser rápida e eficiente, para evitar a 
contaminação do ambiente com esporos. 


22 - Preparo de meios de cultura 


Chanamas de meo de cute o conjunto de nutrientes necessários para que осот. 
re a multiplicação ou monutenção dos microrganismos 


Um meio de cultura pode ser utilizado para o crescimento (multiplica 
ção), para a manutenção ou mesmo para o transporte de microrganismos. 
Quando utilizados para o crescimento, devem conter todos os nutrientes ne- 
cessários, para que sejam sintetizadas as novas estruturas celulares, Toda- 
via, antes de serem semeados, os meios de cultura devem ser esteriizados, 
ou seja, devem estar isentos de qualquer organismo vivo. Os métodos utili- 
zados para e esterilização dos meios de cultura variam conforme аз caracte- 
rícticas do próprio meio ( Ver Cop.1, item 1.6 


O que éum náculo? O que é inecular? O que é uma culture? 


Para cultivar um microrganismo como a Escherichia colf, por exemplo, re- 
corremos a um meio de cultura esterilizado (isento de formas vivas) е adicio- 
namos à cle uma pequena quantidade de material contendo células vivas 
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sta bactéria: а este material, damos o nome de ináculo e à adição do inóculo 
meio estéril chamamos de inoculação (os instrumentos utilizados e procedi- 
tos envolvidos com a inoculação serão descritos posteriormente). Após а 
oculação, o meio de cultura é incubado (acondicionado) por tempo determi- 
» sob condições apropriadas de oxigenação, temperatura, etc Para que as 
dições de incubação favoreçam o crescimento do microrganismo inocula 
> microbiologista deve conhecer previamente as caracteristicas fisiológi- 
=» do microrganismo estudado. Durante a incubação ocorre а multiplicação 
<> microrganismo dando origem a uma cultura, 


De acordo com o estado fisico. os meias de cultura tëm uos expecficos e devem 
ser acondicionados de formo apropiado 


Оз meios de cultura podem ser liquidos, sólidos ou semi-sólidos. Os me- 

+ sólidos diferem dos meios liquidos pelo seu aspecto gelatinoso, devido à 

cresença de ágar (um polissacarídoo extraido de algas) ou de gelatina. O ágar 

sis usado que a gelatina, pois, alem de não ser atacado pela grande mato- 

s Jos microrganismos, nào é liquefeito em temperaturas normalmente usa- 

para o crescimento dos microrganismos (em tomo de 30 а 35°C). А gelati 

so contrário, pode liquefazer-se pela ação de gelatinases produzidas por 

— csorganismos ou mesma quando submetida à temperaturas em tomo de 

* C. Variando a concentração do ágar no meio de cultura, podemos obter um 

=eio sólido (15 а 30g/L) (quando a placa é invertida não ocorre derramamen- 

ou semi-sîlido (2 à 10g/L). Alguns meios de cultura sólidos não contêm 

zar ou gelatina. Um exemplo é o meio de Dorset contendo ovo, meio usado 

sera a manutenção de Mycobacterium tuberculosis. Os meios de cultura liquidos 

| eodem ser acondicorados em tubos ou frascos com tampas plásticas ou теі 
de rosca, de encaixe, ou de algodão envolvidoem gaze (Fig. 2.1). 
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Os mesos sólidos, ao contrário dos líquidos, podem ser acondicionados 
em tubos ou frescos na posição horizontal ou inclinada, ou em placas de Petri 
de vidro ou de plástico do tipo descartáveis ou reutiizáveis (Fig. 22). О meio 
líquido pode ser esterilizado dentro de um tubo ou de um frasco. O mesmo 
não ocorre com o meio sólido quando em placa. Para se obter ume placa com 
meio de cultura sólido, este deve sor proviamente esterilizado em frasco apro» 
priado e, a seguir. quando ainda líquido (temperatura em torno de 50°C), der 
tamado dentro de uma placa esterilizada. Ao se preparar tubos ou frascos 
“com meios de cultura do tipo sólido e inclinado, estes poderão ser esteiliza- 
dos dentro do tubo а ser utilizado e, após esterilização, inclinado até o seu 
resfriamento. 
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Tipos de meios de cultura: bosal, de enriquecimento, seletivo, diferencial, sintético 
ou quimicamente definido, complexo e de transporte 


Os meios de cultura devem sor utilizados de acordo com os objetivos do 
experimento. A composição química (qualidade е quantidade de nutrientes) 
de um meio de cultura pode variar em uma ordem de grandeza quase infinito 
Ao cultivarmos uma bactéria quimiolitotrófica (ver Cap, item 13) por 
exemplo, podemos recorrer a um meio de cultura contendo simplismente 
uma solução de sais inorgânicos tendo o CO, como fonte de carbono. Já uma 
bactéria quimiorganotrófica, como a E. coli necessita da presença de um sub: 

trato orgánico como fonte de energia е carbono. Muitos microrganismos são 
capazes de crescer e multiplicar em um meio de cultura basal (Tab. 2.1). Ou. 
tros, mais exigentes, sé crescerão se, ao melo basal, forem actestentados ou 
tros nutrientes. Chamamos de meio de enriquecimento o meio basal acrescido 
de outros nutrientes. Os meios de enriquecimento são usados quando quere. 
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к=» promover o crescimento de um determinado microrganismo e/ou inibir 
imento de outros. Por exemplo, consideremos uma amostra de fezes de 
ж indivíduo com suspeita de uma doença causada por Salmonella typhi. Nes- 
Z amostra, além de possíveis células dessa bactéria, existe um grande núme- 
=o de outros microrganismos que formam a microbiota intestinal, Trata-se 
sim de um inóculo contendo apenas algumas células de um determinado 
microrganismo que queremos isolar e, por outro lado, um grande número de 
тоз microrganismos indesejiveis. O caldo de selenito, cuja composição é 
resentada na Tab. 2.1, inibe o crescimento de muitas bactérias entericas (in- 
“indo a Ecol, porém não inibe o crescimento de з рі. Ao inocularmos 
ma emusta das fezes nesse meio de cultura, após incubação por tempo ade- 
suado а proporção de células de S. ipd seré favorecida, a ponto de conse. 
emos detectar а sua presença mais facilmente. O meio do selonito, além de 
Er um meio de enriquecimento, é também um meio seletivo. pois permite о 
crescimento preferencial de alguns microrganismos em detrimento de outros. 


О meio Мас Conkey (Tab 2.1.) é um exemplo de meia de cultura soleti- 
жое ao mesmo tempo diferencia. Meio de cultura diferencial, como o próprio 
nome indica, é aquele que permite diferenciar uma espécie de outra pelo as- 
pecto macroscópico de seu crescimento, ou seja, por diferenças no aspecto das 
Elnias como cor, textura, halo de hemólise, tz, No meio Mac Conkey, рог 
exemplo, bactérias entérica, capazes de fermentar a lactose, originam colônias. 
vermelhis, devido aos produtos ácidos que alteram o indicador presente no 
melo; espécies que não fermentam à lactose originam colônias incolores. No 
meio ágar sangue, microrganismos produtores de hemolisina podem ser sepa- 
fados de espécies não produtoras desta enzima, pela presença de um halo de 
Semólise ao redor da colônia onde а enzima produzida lisou as hemácias de 
miro contidas no meio. 


Alguns meios de cultura contêm substências como peptona cu extrato 
e levedura, cuja composição quimica não pode sor definida quantitativamen- 
te, Existem, em microbiologia, situações onde Һа necessidade de termos um 
cio de cultura com composição quimica absolutamente conhecida, até mes- 
o em relação aos micronutrientes. Esses meios de composição definida são. 
chamados meios sintéticos ou quimicamente definidos e devem ser preparados a 
partir das substâncias puras. Usamos um meio definido quando queremos, 
Por exemplo, estudar os nutrientes essenciais para o crescimento de um deter 
‘inado microrganismo. Os meios de cultura, quando não são quimicamente 
conhecidos, sao chamados de complexos. 

Os meios de transporte são aqueles utilizados para o armazenamento e 
manutenção temporária de determinado material (por exemplo, um “swaD”), 
que será posteriormente examinado e pesquisado para a presença de determi- 
Fado microrganismo. A principal função desse tipo de melo é manter a viabi 
idade dos possíveis microrganismos presentes, ainda que não favoreça a sua 
multiplicação, o que muitas vezes não é aconselhável, considerando os produ- 
Ios metabólicos tóxicos que se acumulam no meio. 
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| 
Meios basais: | 
Agua depeptona plcna (produto solúvel resultante da hidrólise de || 
temas dent de odo. | 
| 
Pepe, let desódio, 5; extrnto de carne. 10. 
Agarmuiene m———ÀÀ | 
Албома вее Pepino, 10;destrose, 40 igan, 15. | 
E 
же Agar nutriente acrescido de sangue destinado ou 
citratado, 50а 100mL/L de meio. |. 
Code selenite ERE ces; | 
БИ 
ss | 
Agar ducto tras de carme e pepion, irao de sódio, 10, 
Фото de amino, eoncomode do Б 
meno neu, 002 ar, 13. | 
Caldo Mae Conte ep cor Oro ei te 


Agar Mac Conley Caldo Mec Coney acrescido de gan 13 


Амзе» Amido, ID: estrato de are, ¥ pepona S: ágar. 15 


aote mper: 
Agar giicerol Gen, 5 estrato de levedura, 2 fosatodibisco 
de ponas, 1 ágar, 18 


1 
Os meios de culture devem ser preparados e etericodos segundo procedimentos 
dórico 


or pair part dos meios de cultura estão disponiveis comercialmente na 
ma de pó. Para meios liquidos o pó é simplesmente pesado e dissolvido em 
água destilada ou deionizada. Quando se tata de meios sólidos (por exemplo, 
Agar nutriente, apos pesagem e dissolução em água, о meio deve ser aquecido. 
até а total dissolução do agar. Uma vez acondicionados em frascos apropria- 
¿os e esterilizados por autodavação (Cap.1, item 1.3), são subsequentemente: 
esfriados a aproximadamente 45°C e derramados em placas previamente eter: 
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dadas, Calcula-se aproximadamente 20 25 mL de meio para placas de 9,0 cm. 
e diametro. As placas nao devem ser mexidas nem removidas, até que o meio 
Seja totalmente solidificado, Algumas técnicas de semeadura exigem que 3 
<pertície do meio sólido esteja isenta de líquido, Uma maneira de prevenir a 
ао do meio é derramá-lo na placa com temperatura em torno de 50°C 
всеми para que não ocorra a solidificação antes de completar a camada) 
Quando permanecerem gotas na superfície do meio, estas poderão ser elimina: 
Т. mantendo.as com a tampa ligeiramente aberta dentro de uma estufa а 37°C 
эч em uma cámara de изо laminar. Alguns meios contendo nutrientes termo- 

icis não podem ser esterilizados por autoclavação. Utiliza-se para tanto о sis- 
sema de filtração [Pig 23). 
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2.3 - Técnicas de assepsia 


As técnicas de assepsia impedem o contaminação de instrumentos e meios de cul 
ture antes e durent o seu manuseio. 


As técnicas de assepsia envolvem os procedimentos responsáveis pela 
esterilização de instrumentos а serem utilizados (por exemplo, quando sub 
Zetemos a alça e fio de inoculação à queima pelo calor da chama do bico de 
unsen — Fig, 24а e 24f] е os procedimentos responsáveis pela manutenção 
a condição de esterilidade, ош seja, pelo impedimento do contato dos mate- 
ais com cbjetos ou superficies não estéreis como os dedos, а superfície de 
ancada, etc. Dessa forma, frascos esterilizados, vazios ou nào, devem ser 
mantidos sempre fechados, sendo abertos pelo menor tempo necessário para 
E Sua utilização. Para evitar a contaminação de um material (seja este um 
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estéril ou um frasco contendo uma cultura pura, por exemplo), a borda 
ibo deve sor rapidamente passada na chama do bico de Bunsen imediata- 
e após a sua abertura е antos de ser fechado (Figs 2.4: e 2.40). Essa prá- 
evita que eventuais organismos vivos, presentes nessa região, caiam 
iro do frasco, contaminando о meio ov a cultura. Esse procedimento 

«se fambagen' (Cap.1, ftem 1.6.2) e deve ser utilizado durante а reti 
de amostras, inoculações ou semeaduras em meios estéreis contidos 
tubos ou frascos. Lembramos aqui a necessidade de adotar um sistema 
ro para que a tampa não fique exposta à contaminação, por exemplo, 

o а deixamos erradamente sobre a bancada. Para tanto, aconselha-se 
do dedo mínimo para segurar a tampa do tubo durante todo o tempo 
manuseio (Fig. 24c, de e). 


Bora evitar а contaminação de um meio de cultura sólido, contido em placa, xi 
tem técnicas de assepsia apronriads. 


Para tanto, а tampa da placa deve ser mantida sobre a bancada com a 
la para cima, o mais próxima possível da chama do bico de Bunsen, 
juento a placa contendo o melo de cultura é segura com a mão esquerda 
Xm pesto da chama (Fig. 2.49). Como alternativa, pode ser utilizado o 
edimento descrito па Fig. 28, onde a tampa é aberta sem a separação total 
do placa. 


2.4 - Intrumentos do microbiologista 


Para Inculor ou repicar os microrganismos recorremos e instrumentos speciei 


As técnicas que envolvem a transferência de microrganismos de um lo- 
para outro utilizam os seguintes instrumentos (Fig. 25) alça e fi? (agulha) 
plaine ou de niquelcromo e pipetas Pasteur e sorclógica Esses instrumentos 
encontrados atualmente na forma reciclavel ou na forma esterilizada e 
rtável com gotas de volumes pré-determinados (no caso da alga e das pi- 
Pasteur). Palitos longos de madeira também podem ser utilizados desde 
devidamente esterilizados em forno ou autoclave. A alça е o fio devem 
esterilizados imediatamente antes е após o seu uso. Pera isso, as partes 
licas devem permanecer na chama do bico de Bunsen até atingir o rubro 
244a e 240). Antes do contato com а cultura, a fim de impedir a destrui- 
dos microrganismos, a alça ou о fio devem ser esfriados em superficie 
ri (superficie interna do tubo ou da placa) ou no ambiente, desde que 
Ihando em cámara de fluxo de ar). 
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2,5 - Métodos de inoculação 
Procedimentos para noculação com liquidos contendo microrganismos 


Quando uma alça estéril é mergulhada em uma suspensão contendo mis 
crorgarismos е a seguir retirada do meio, forma-se na alça uma pelicula li 
quida circular, contendo um determinado número de microrganismos, Essa 
“alçada” é chamada de inóculo; o tamanho deste inóculo vai depender de doi 
fatores perfeitamente controláveis: concentração de células па suspensão (ver 
ilem 25) е diâmetro da alça (normalmente comportam volumes que variam, 
de 0005 а 0,01 mL). O бо de platina também pode ser um instrumento para 
inocular suspensões, uma vez que um pequeno volume de líquido fica aderi 
do ao metal. A pipeta Pasteur e a pipeta Sorologica podem ser usadas para 
inocular volumes variávels conforme a sua calibragem, desde que acopladas a, 
sistemas pipetadores ou peras de borracha que garantam a segurança no tte 
balho (Fig 25) 


25.1 — Inóculos liquidos em meios [acides 


A partir de uma suspensão contendo microrganismos, podemos inocu- 
Jar meios líquidos, mergulhando nestes uma “alçada” contendo os microrga- 


` 


s Da mesma forma, esse tipo de inoculação pode ser feito com pipetas. 
jógicas ou do tipo Pasteur, simplesmente gotejanco o inóculo lentamen- 
jo meio liquido a ser inoculado. Imediatamente após a inoculação (Fig. 
М), ав algas e оз fios devem ser novamente flambados até o rubro, para 
enir a contaminação do individuo ou do ambiente de trabalho, Com 
finalidade, as pipetas devem ser imediatamente imersas em solução 
fetante. 


25.2 — Inóculos sólidos em meios Iqudes 


“A alça e o fio de platina podem ser usados para retirar pequenas quan 
les de material sólido, por exemplo, microrganismos provenientes de 
colônia em meio de cultura sólido (Fig. 24b.. Para tanto, basta tocar a 
очо fio no material; а quantidade de material ou о número de microrga. 

s retidos na superfície da alça ou do fio não é mensurável e, conse- 
temente, este método de inoculação só poderá ser usado quando este 
¿metro não for importante. А alça ou о Во contendo os microrganismos 
mergulhados no meio líquido o lentamente agitados para а liberação do 
lo 


253 — Liqudos ou sólidos em meios sóldos 


Meios sólidos podem ser ineculades de muitas menos dependendo de objetivo 
especifico. Listamos a seguir algumas técnicas mais comuns e seus respectivos ob- 
јео 


2531 - $етездиз para obtenção de сайлан alada ou semeadura em estro 


Essa técnica é usada quando о inóculo (líquido ou sólido) contém di- 

s microrganismos ou muitos microrganismos de uma mesma espécie 
sejamos obter colônias bem separadas. Nessa técnica o inóculo é pro- 
¡vamente espalhado, de forma a promover a separação das células na 
ficie do meio sólido, A Fig. 26. mostra, esquematicamente, a sequen- 
de procedimentos a serem seguidos para a obtenção de colonias isola- 
como mostra a Fig. 2.6, durante a semeadura em estrias a alga deve ser 
ida na posição correta, a fim de evitar rasuras no ágar. Entre cada es- 
y, A, B ou C, а alça deve ser flambada para eliminar o» microrganismos 

mescentes na mesma. Como o método parte do princípio de que cada 

origina uma colônia, após incubação por tempo determinado, o cs- 
jo onde as células tiverem sido suficientemente separadas umas das ou- 
apresentará colônias isoladas. Cada colônia isolada corresponde a uma 
hora pura. 


gra 2.6 - Tc de seen ss poraa obtengo decorados A ada do ada ros 
pondo coa arte эзсе мде Г) Coma da токат cod spend?) caro 
Spa needs e ni nc come 


2532 — Semondura em proundidado o superficie 

Esse método é usado quando queremos crescer microrganismos simulta- 
neamente, em condiçoes de semi-anaerobiose e em aercbiose. Para Isso, usse 
mes о mero sólido inclinado em tubo (Fig. 2.2). Esperamos o fio de platina con 
tendo o inóculo na base do meio de cultura sólido, retirando-o em seguida e. 
passando lentamente em zigue-zague pela superfície do mesmo meto (Fig. 
2.44), Dessa forma, о inóculo fica distribuído na base (condição de anaerobio- 
seje na superfície do meio (condição de aerobiose). 


253,3 - Semexdura comespatamento em supefice 


Também chamada de semeadura para contagem do colônias, osta técni 
са consiste no espalhamento de um inóculo contido em um pequeno volume 
(normalmente entre 0,05 e O,ImL) sobrea superficie de um meio do cultura sô- 
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jo em placa. Para garantir o espalhamento de colônias isoladas para a conta- 

о inóculo deve ser previamente diluido е espalhado com uma alça de 
igalski (Dastão de vidro em forma de L) com movimentos leves e homogé- 
х (Fig. 27). 
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1534 - Seneadua en amada 
Essa técnica tem como objetivo a obtenção de um crescimento abundar- 
ет toda a superfície do meio de cultura sólido contido em placa, erlenmeyer 
outro frasco. Рага tanto, pode ser utilizado um inóculo líquido ou sólido. 
endo um número grande de células. A semeadura pode ser fita por der- 
mento de determinado volume e posterior espalhamento. Para o espa- 
mento podem ser usados diferentes instrumentos, como “swab” (pedaço 
actado de algodão preso na ponta de um palito de madeira ou de metal), 
a de Drigalski, alga de platina ou mesmo por combinação dos instrumentos. 
mple: primeira inoculação com o “swab” contendo o inóculo e espalha- 
to subsequente com alga de platina). 


253.5 - Sementura por derramamento 
Com o mesmo objetivo da técnica descrita no item 2.53.2, esta técni- 
é usada para obtenção de crescimento em condições de aerobiose (su- 
ficie do meio) e anaerotiose (profundidade do meio) em meio de cul- 
a sólido contido em placa de Petri. Para tanto, o inóculo é semeado em 
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meio sólido estéril fundido, em tubo (aproximadamente 20m1 — tempera- 
tura em torno de 40°C). Imediatamente após a adição do inóculo, o melo é 
derramado em placa já esterilizada, até cobrir homegeneamente todo O 
fundo de mesma. Após esfriamento, a placa é incubada por tempo е tem 
peratura adequados. O crescimento das colônias pode ser observado em 
toda a profundidade do meio conforme as características acróbies ¢ anae 
róbiao do microrganismo semeado (Fig. 28.) 


Figura 28. тела do Por Pl (us arado do Mel A Lora Mad 1996. ed 
Cpo ima: e des Comp, Ic). 


26 - Culturas puras 


A parti de uma mistura de argentsmos podemos preparar culturas puros, desde 
que atilizemos técnicos adequados 


Para obtermos culturas puras de uma determinada espécie ou linha- 
gem a partir de uma mistura de organismos, temos que usar procedimentos. 
que envolvem técnicas de isolamento. O exemplo a seguir descreve e ilustra à 
situação presente pelo isolamento de E. сой, a partir de uma amostra de águ 
de esgoto (normalmente o esgoto possui uma variedade de microrganismos. 
entéricos e não entéricos). 

Inicialmente uma alçada da água de esgoto é comenda em estrias na 
superfície de uma placa contendo ágar Mac Conkey (ver Fig. 26., item. 
253.1). A seguir a placa é incubeda por 18-24 horas а 37°C, As placas de 
vem ser incubadas na forma invertida, para que as gotas de água geradas. 
durante a incubação não pinguem sobre о meio de cultura, prejudicando o. 
isolamento. Durante a incubação, as células que estão separadas e que forem. 
capazes de crescer nesse meio de cultura originarão colônias individuais. 
“Após 24 horas em ágar Mac Conkey, células de E.coli dão origem a colônias 
redondas, vermelhas, com aproximadamente 2-3mm de diâmetro; todavia, 
nem todas as colônias com esta aparência serão obrigatoriamente de E.coli. O 
proximo passo é escolher algumas dessas colônias para exame mais detalha- 
do. Como E. col é bastante comum nesse tipo de material, é provável que al- 
gumas destas colônias pertençam а bactérias do genero E. coli. Antes de 
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der à identificação, é necessário certificar-se que cada colônia selecior 
contém células de uma mesma espécie de organismo. Existe sempre а pos- 
lidade de uma determinada colônia, mesmo bom separada, poder conter 
в de duas espécies diferentes; isto pode acontecer se, durante a semea- 
em estrias, duas células de espécies diferentes permaneceram muito jun- 
na superfície do meio, Para resolver esse problema, cada colônia é 
altivada ou repicada; subcultivar ou repicar é um procedimento através do 
as células de uma cultura pura ou de uma colônia são transferidas рага 
novo meio estéril. Para subcultivar uma colônia basta tocar levemente 
a alça a superfície da colônia, de forma a obter a adesão de uma quanti- 
mínima de organismos. Esse pequeno inóculo é então semeado nova- 
e em um novo meio de ágar Mac Conkey. Algumas bactérias formam 
mias muito pequenas e, nesses casos, а repicagem torna-se mais fácil se for 
“com um fio de platina; o inóculo é então carregado para о novo meio e 
is espalhado em estrias com uma aka. Cada placa inoculada cem uma 
s colônia é então incubada. Se cada colônia vermelha repicada repre- 
uma única espécie, teremos, após incubação desses placas, várias cultu- 
puras. Uma delas poderá ser de E. coli, Outros repiques poderão ser feitos 
o cbjetivo de aumentar a probabilidade de termos de fato culturas puras, 
cultura pura deverá então ser examinada pelos procedimentos adequa- 
para a identificação dos microrganismos. 


2.7 — Meios de cultura o condições de incubação para 
anacróbios 


Pora que ocorra а multiplicação des microrganismos cnaeróblos os meios inocula- 
dos devem ser incubados em condições apropriados. 


27.1 — Incubação anaeróbia em jarras. 
organismos anaeróbios devem ser mantidos em ausência de oxigé- 
Essa condição pode ser alcançada com o uso de jarras de anerobíse. Um 
de jarra de anaerobiose muito utilizada atualmente é uma jarra de plásti 
"Glíndrica, com uma tampa firmemente fixada. Após enchimento da jarra 
as placas inoculadas (fig. 2.9), adiciona-se água aos pacotes contendo 
inclas químicas. Imediatamente após a adição da água, esses são jogados 
ro da jarro, que © imediatamente tampada por rosqueamento, As substán 
“químicas liberam. hidrogênio que, na presença do catalisador, combina 
à oxigênio dentro da jarra. Como nesse caso não se estabelece uma situa- 
de vácuo, as placas podem permanecer na posição invertida, evitando as- 
а condensação de água na superfície do meio. A maioria das jarras de 
robiose contém um indicador redox, que indica o estado de anaerobiose 
tro da jarra. Em jarras de metal esse indicador é colocado em pequenos vi- 
“em um braço lateral da jarra, enquanto em jarras de plástico existe um 
aço de algodão embebido no indicador visível pelo lado externo. 
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272 — Meios de cultura para anaeróbico 

Alguns microrganismos anaeróbios podem crescer em meios de cultura 
apropriados, como ¢ o caso do meio de Robertson (carne de coração picada 
(108/1, peptena (10g/L), cloreto de sódio (5g/L) e um agente redutor, por 
exemplo, cisteina ou togicolato); o melo e esterilizado por autociavação e 
mantido em frescos com tampa de rosca. 


273 — Câmaras para o trabalho com anacróbios 

A utilização de câmaras para o trabalho com microrganismos anacróbios 
permite que amostras de culturas sejam retiradas em condições controladas. 
de ausência de oxigênio, temperatura, umidade е CO2. A manipulação das. 
amostras no interior da cámara é feita com o auxilio de luvas fixadas no pai- 
nel frontal. 


2.8 - Métodos utilizados para quantificar os microrganismos 


Existe viros métodos а serem utfizados quando queremos saber o número de 
microrgonismes em ume culture ou suspensão. 


28.1 = Técnicas de diluiçio 


O número de microrganismos em uma população pode variar dentro de 
uma ampla escala. Como conseqüència, muitas vezes torna-se impossível à 
quantificação de uma população de microrganismos, tento por contagem dire 
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“câmaras, como por semeadura em melo de cultura sólido (métodos des- 
posteriormente). Para reduzir o número de microrganimos em uma 
ira, usamos as técnicas de diluição, Estas consistem em pipotar uma fra- 
da amostra em tubo contendo outro líquido (diluente), geralmente água 
ilada estéril ou solução salina isolônica (NaCI, 8,5g/L) esterilizadas. O 
lo do fator de diluição é feito dividindo o volume inicial da amostra pelo. 
ime total, após mistura da mesma com o diluente. 
Assim, 


ns age dasmostra ____ 
Volume total (amostra + diluente) 


Exemplo: 10 mL de uma cultura de bactérias é pipotado em 9,0 mL de 
ão salina(NACI, 858/1) O fator do diluição, neste caso, pode ser identi- 
lo por 1:10, 1/10 ou 107. Se 10 mL da diluição 10º for pipetado em outro. 
contendo 9,) mL de solução salina, o novo fator de diluição a partir da 
ira inicial será 1:100 ou 1/100 ou 10° (Fig. 2.12), 


282 - Contagem do número total de células (vivas e moras) 


O número total de cólulas é usualmente determinado por contagem em 
ras calibradas observadas com microscópio, ou por “contadores” (Coul- 
counter), onde os organismos são contados eletronicamente, As contagens. 
“câmaras são menos precisas, porém mais simples е mais baratas que as 
gens eletrônicas, Outros métodos, coma a contagem em esfregaços cora- 
е furbidimetria, também podem ser utilizados para a obtenção do número 
1 de microrganismos. Ressaltamos que os métodos de contagem do núme- 
total de células envolvem a contagem de células vivas e mortas. Em amos- 
líquidas, esses contagens são expressas em número de célalas/mL. 


192.1 — Саала de contagem 


rara a contagem em câmaras, os organismos patogénicos си móveis de- 
ser previamente mortos pelo calor ou por айо de uma solução contendo. 
lina (solução contendo formol 0,5% em volume). 
Uma das fontes de erro desse tipo de contagem está relacionada com à 
о dos microrganismos à pipeta, de vidro cu de plástico, ou à sua agluti 
о em líquidas ácidos. Essas dificuldades podem ser resolvidas, suspen- 
lo os organismos em solução salina contendo traços de um detergente 
nico (por exemplo, o Tecpol) tamponado com Na НРО, a рН 75. Para 
lar a contaminação da suspensão por outros microrganismos não descjá- 
& adiciona-se formalina Recomenda-se a lavagem da cámara imediata- 
Ме após о uso, para evitar a secagem do material no vidro e posterior 
ríeréncia com novas contagens À Fig. 2.10 apresenta um esquema de 
câmara de contagem tipica. 
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A utilização de uma câmara com os padrões apresentados na Fig. 2.10 
deve ser feita conforme os procedimentos: шта pipeta Pasteur contendo um. 
pequeno volume da suspensão de microrganismos (coluna de líquido com. 
não mais que 10 mm) é colocada como indicado na Fig. 2.10b. A ponta da pi 
реа deve se apoiar na plataforma central e o lado da pipeta encostar na lami 
nula. Com a pipeta nessa posição o liquido é automaticamente conduzido por 
capilaridade para dentro do espaço coberto pela lamínula e parte do espaço. 
da plataforma; € importante que o líquido não extravase, Algumas vezes é ne 
cessário bater levemente na ponta da pipeta para que o líquido comece a s 
Após 30 minutos de repouso, а contagem pode ser feita em microscópio. О 
cálculo do número total de particulas pode ser obtido em celulas/unidade de 
volume. Um exemplo prático: cada pequeno quadrado do quadriculado mede 
1/400 mm. Como а distância entre a grade е а lamínula é 1/10 mm, o volume. 
do líquido em cada quadrado pequeno é 1/4000 mm; isto é, 1/4000.00 mL. 
Suponhamos, por exemplo, que após conlagem de 400 quadrados pequenos 
foram contadas 500 celulas; isto daria uma média de 500400 = 1,25 células 
/quadrado pequeno, ou seja, 125 células por 11.000000 mL. А amostra cor. 
tinha então 1,25 x 4.000.000 células/mL, ou seja, 5x10" células/mL. A média 
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árias contagens representa о resultado. Se a amostra, por estar muito con- 
rada, for diluída antes de sor examinada, o fator de diluição deve ser con- 
lerado no resultado final. Assim, se foi o de 1/10, a contagem 
reser multiplicada poc 10. 


28.12 - Contagem em Coulter — counter 
O Coulter — counter é composto par duas câmaras, um sistema de de- 
ção de partículas e um analisador (Fig. 2.11). Para serem contadas, as partí- 
ıs (ou células, no caso) devem ser suspensas em um fluido condutor que 
Че uma câmara para outra através de uma abertura minúscula por onde 
tembém uma corrente elétrica. Cada vez que uma bactéria, ou qualquer. 
tra partícula passa pelo orificio, instantaneamente muda a resistência do 
sistema Essa mudança é detectada e medida por eletrodos contidos nas duas. 
таз. À grandeza da alteração da tensão elétrica é propercional го volume 
partícula. Esse instrumento permite contar rapidamente um grande núme- 
de partículas diminuindo o erro de contagem. 
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28.13, Contagem em esfregazos corados 
Neste método, uma gota de suspensão de volume conhecido (usual 
nte ODImL. é espalhada sobre uma área de Тет na superficie de uma 15- 
ina de vidro. A seguir a gota é secada, fixada e corada. А contagem é feita 
0 microscópio. O número total de organismos em 0,01mL é o número de or- 
nismos em cada campo observado, dividido pela área do campo em em? 
ото é esperado, os organismos rào se distribuem homogeneamente na gota, 
"manecendo mais concentrados no centro do que nas bordas, Por esta ra- 
o, a contagem deve ser feita em toda a área da gota para a obtenção de um 
alor médio. 


28.14 - Método artista. Comparação visual com tubos de usvação padrão 

O número total de microrganismos em uma amostra pode ser estimado! 
por turbidimetria. Nesse metodo, a turvação de uma suspensão de microrga- 
nismos é comparada com tubes contendo concentrações crescentes de sulfato 
de bário (Tab. 22. — Escala de Mac Farland); a turvação dos tubos varia de 
transparente (tubo 1) а translúcido, o turvo atingindo © opaco (tubo 10). Para 
um determinado microrganismo (geralmente bactérias ou leveduras), а turva- 
São apresentada em um tubo corresponde à turvação de uma suspensão com 
um múmero conhecido de células. A amostra deve ser observada em tubos de 
dimensões iguais го tubo contendo а suspensão padrão. À turvação da amos- 
tra é comparada visualmente com a de um determinado tubo da série padrão 
ео cálculo da concentração de células na amostra é feito a partir de uma tabe- 
la que acompanha o conjunto de tubos padrões. 


Tabela 22 - Pepo asa de Fa (asada atacado мо Moog, Ala 
ar Marta Ж pum E Sep сттер М Corp. Pe PE) 
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282 - Contagem do número de microrganismos vivos 
A contagem de viáveis mede a concentração de células vivas. Todavia, o 
seu significado está condicionado ao conceito do que é vivo em microbiolog 
À definição mais aceita para o trabalho com microrganismos ¢ a de viabilidade 
mo o poder de formar colonias macroscópicas em meio de cultura slio ou deaur | 


| 
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um тей de cultura líquido. As limitações desta definição devem ser consi- 
das, na medida que existem situações em que sabidamente está ocorren- 
multiplicação celular com produção de microcolónias muitas vezes não 
veis a olho nu. É o caso, por exemplo, de microcolónias formadas por al- 
imas bactérias como о Strepiocnecus sp, quando cultivados em determinados. 
доз de cultura. 


A maioria dos métodos que estimam o número de células viáveis envol- 
a inoculação de amostras (geralmente diluídas) em meios sólidos. Após 

ção, o número de células no inóculo pode ser estimado pela contagem 
colônias que se formam na superficie ou no interior do meio de cultura. 
a tanto, admite-se que cada colônia foi originada em uma simples célula; o 
imero de células que dão origem a uma colónia depende, em parte, do meio 
¡cultura utilizado, das condições de incubação e das características de cada 

Че. Por iso, o termo célula foi substituído por Unidade Formadora de Coló- 
(UFC), 


O número de viáveis pode ser estimado após a contagem de colnias em meio sáli- 
de ou pela medida да turação do meio Кеш. 


282 - Contagem de colonis aps españamento do nóxuo na superfcie do meo 
decim 
Esse método é bastante utilizado para а contagem de bactérias e leve- 
ras. Um inóculo de aproximadamente 0,05-0,1mL € espalhado na super! 
“de um meio sólido estéril, como descrito па Fig 27. Apos incubação, o 
то de células viáveis é estimado considerando. 1) Número de colônias. 
З). 2)Volume do inóculo usado. 3) Diluição utilizada (se houve) 
im, se suspeitamos que uma amostra contém muitas células — em torno 
10células/ml. — ela pode ser diluída muitas vezes (geralmente são feitas 
luicóes decimais (1/10, 1/100/, екс) е o inóculo de cada diluição espalhado 
те uma placa separadamente. Com certeza, pelo menos uma das diluições. 
етй um número сопе! de colônias. A Fig. 2.122 apresenta um exem- 
de utilização dessa técnica: com uma pipeta estéril, transferir 1 mL da 
pensio para um frasco contendo 9,0 mL de solução salina estéril (primeiro 
o). Homogeneizar a mistura. Transferir, com uma nova pipeta, 1 mL do 
Iro frasco para o segundo frasco. Repetir a operação até alcançar o nù- 
хо de diluições necessário para a semeadura em meio sólido. Pipetar, a 
tir de cada diluição, 0,1 mL em melo de cultura sólido e espalhar com a 
de Drigalski (Fig; 27). Após incubação das placas, a contagem das coló- 
deverá ser feita considerando-se que o número de colônias estatistica- 
nte válido é do 30 а 300 para uma placa de 9 cm de diámetro. O fator de 
juição e o volume do inóculo devem sor considerados para o cílealo do re 
tado final. A placa que apresentar colônias devidamente separadas é es- 
[hida para a contagem. A Fig. 2.123 apresenta um caso com três placas 
tendas com diluições crescentes 
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2822 - Cortagemde colbris арба deramamenio do meio адаб em placa 
Método de "Pour Pire" 

Neste método o inóculo líquido é misturado com o ágar fundido (45°С) 
contido om um tubo ou frasco, que então é derramado no interior da parto ba- 
Sal do uma placa de Petri estéril (ver item 2535 - Fig 28), Após solidificação 
do meio e incubação da placa por tempo adequado, as colônias crescerão so- 
bro e deniro do ágar, tomando possível contagem do número total de colo- 
nias viáveis como no método anterior. 


2823 - Cortagemde colênias após inoculação com gotas, Мёодә “Miles е Mira" 
Nesse método a estimativa do número de células vivas € obtida a partir 

da contagem de colônias originadas pelas células contidas nas gotas, 

mente à amostra é diluida o uma gota de volumo conhecido, proveniente 

cada diluição, é pipetada om local predeterminado na suporfíco soca do moio 

de cultura sólido. As placas são mantidas em repouso até secagem das gotas 

© а seguir, invertidas e incubadas em temperatura adequada até o crescimen- 


visível das colônias. As gotas que contêm um número grande de células 
resentarão crescimento, porém, pela proximidade das células, estas não ori- 
inarão colónias suficientemente isoledas, impedindo assim а sua contagem. 
ilquer gota contendo menos de 15 células vivas dará origem a um número 
o colônias contáveis. Nesse método о tempo de incubação é critico, uma vez 
ie as colônias podem se fundir rapidamente, inviabilizando a contagem. 
onsidorando, como nos demais métodos, que cada célula originou uma coló- 
a, a contagem do número total de viáveis na amostra pode ser feita consi 
"rando: 1. Número de colonias 2, Volume da gota 3, Fator de diluição. А 
lesma pipeta pode ser usada para todas as diluições, desde que o início seja 
partir da maior diluição (Fig. 213). 
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2824 = Contagem de colônias após trago 

Esse método é utilizado para amostras com uma baixa concentração de 
organismos. Por exemplo, a água de um rio limpo. Após passagem de de- 
nado volume (100mL por membranas filtrantes (Fig. 2.3. com poros de 

de diámetro, os filtros com os microrganismos retidos são colocados na 
"file de melos de cultura solidos apropriadas е Incubados em tempera- 
adequada. Durante а incubação, оз nutrientes contidos no meio de cultu- 
difundem através da membrana c, sobre cla, formam-se colônias a partir 
5 células rotidas no filtro. À contagem do número de células vivas é feita a 
tir das colônias crescidas na membrana eo volume da amostra filtrada. 


2825 - Determinação do número de viáveis após inoculação em meio fqudo. 
Método do Матео Мак Provável NM) 

Nesse método, à cultura ou suspensão contendo os microrganismos é di- 
várias vezes, como nos métodos de semeadura em meio de cultura sólido. 
Seguir, inocula-Se em uma série de 3,5 ош 10 tubos um volume conhecido de 

ja diluição. Após a incubação, anote-se o número de tubos que apresentam 
ação (crescimento) ou não para cada diluiçao inoculeda. Os meios inocula- 
à partir do suspensões concentradas dovom apresentar turvação em todos 
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2824 - Dsteminaio do número d vires ap камын em mai de sura 
ida Мис de Número Nat Prove Atenano NM PA) 

Esse método é uma adaptação do método anterior, usado para estimar o 
NMP de microrganismos om melo ыбо, Nereo método altemativ os tubes 
contendo meio liquido são substituídos por espaços predeterminados na super. 
ficie de um meio decuitura sólido. A partir de diluições da suspensão original 
gota de volume conhecido (geralmente de a 10 al) o pipotadas nos espaços 
delimitados na superfície do meio, conforme modelo mostrado na Fig 214. 

Após secagem das olas, o meio é incubado em condições adequadas, 
até o aparecimento de colônias visiveis. Nesse método diferente de método 
dis gotas, as colônias não sio contadas mas o que é considerado d o número 
de espaços inoculados a partir de cada diluição que apresente qualquer tipo 
de crescimento À partir dos resultados, escolhese 3 diluições, para о cálculo 
do número mais provável de microrganismos viáveis na amostra. Como no 
método anterior, O cálculo é obtido a partir dos resultados experimentais re- 
correnda-se a tabelas adequadas” 


Esse método não pode ser utilizado com organismos incapazes de cres- 
«er em meio sólido, Geralmente tem sido utilizado para bactérias e leveduras. 
O crescimento de colônias de forma não isolada em cada espaço, ao contrário 
“dos outros mátodos, não interfere no resultado da contagem. 


283 - Métodos utilzados para medir a biomassa microbiana 


283.1 = Determinação da masa de materia cer 
“As células provenientes de uma cultura podem ser quantificadas por pe- 
sogem direta. Todavia, as estimativas obtidas com medidas da massa de mate- 
al celular úmido nio são precisas, devido às dificuldades encontradas na 
avaliação correta da quantidade de água intracelular, ou mesmo da água ге 
“a na superficie das celulas. As medidas da massa de matéria celular seca tem 
ido mals freqUentemente adotadas, pois elas fornecem dados mais precisos e 
proporcionais à quantidade de biomassa. Para se determinar а massa de maté- 
a toca de uma população microbiana, as células devem ser inicialmente se- 
iradas do meio de cultura. Essa separação segue basicamente dois padrões: 
o primeira as células são filiradas, o filtro contendo as células é lavado o à 
“guir secado. No segundo, quando à filtração não é utilizada, as células po- 
“cem ser separadas do meio de cultura por centrifugação, removendo-se o 
mein de cultura por decantação, aspiração ou pipetagem. AS células são lava- 
das e ressuspensas com água ou diluente adequado. À suspensão contendo as 
celulas é então colocada em cubetas previamente pesadas. Dependendo das 
racterísticas do material, а secagem pode ser realizada em forno a 105°C ou 
em temperaturas mais babas (50 ou 40°C) em condições de vacuo. Dado о ca- 
ter higroscópico da maioria das celulas mictabianas, antes de cada pesagem 
as cubetas devem ser esfriadas em dessecador à temperatura ambiente". AS 
medidas de massa do conteúdo celular seco têm sido bastante empregadas 
a avaliarcroscimento de bactérias, leveduras e fungos filamentosos. 


2832 - Tutiêmetia com especrofotómero 

Ao longo dos últimos anos foram desenvolvidos muitos instrumentos 
para medir a tusvação de uma suspensão contendo microrganismos. 

Entro esses, o espectrofotómetro é um instrumento capaz de medir a 
quantidade de luz que é absorvida ou transmitida quando atravessa uma 
mostra contida em um recipiente, Muitas moléculas, biologicamente impor- 
“antes, absorvem tipos específicos de energia de radiação (luz em diferentes. 
comprimentos de onda). Em microbiologia, quando utilizamos o espectrofot 
metro, um feixe de luz atravessa a suspensão que contem os microrganismos 
geralmente bactérias ou leveduras), Quanto maior o número de microrga- 
sismos, maior será a dispersão ds luz, O resultado será que uma menor 
quantidade de luz alravessorá a amostra. А Fig. 2.12 apresenta um modelo 
Simplificado de um espectrofotômeiro. Normalmente as amostras são color 
das em tubos ou cubetas de tamanho ¢ materiais apropriados. A maior parto 
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dos espectrofotómetros mede a quantidade de luz transmitida (trancmitáncio) 
va quantidade do luz absorvida (absorbancia). 


2833 - Dosagem de componentes celulares 

A dosagem de qualquer um dos principais componentes celulares pode 
fornecer uma avaliação da massa microbiana. Entre os componentes mais fre- 
qüertemente dosados estão o nirogénio е а proteina celulares. Para dosar o ni- 
trogénio celular, um dos métodos mais utilizados tem sido o de Keldahl", 
Nesse método o nitrogênio contido na matéria orgánica é convertido a sulfato 
de amónio por digestão com H,SO,, na presença de um catalisador. Entre ou- 
tros, о método colorimétrico de Lowry '" tem sido frequentemente utilizado 
para desar o conteúdo proteico da biomassa microbiana. Multas vezes a cor- 
centração de nitrogênio ou proteina não é proporcional ao conteúdo citoplas- 
mático (por exemplo, quando uma fração considerável do nitrogênio celular 
forma uma estrutura particular da célula, como a cápeula de algumas espécies 
de Baccllue composta por ácido poliglutâmico). Nossos casos, outros compo- 
mentos colularos podem sor dosados como о DNA ou о КМА" 


2834 - Medidas de composto resutartes di atvidade metabólica 

Quando as células estão em crescimento, a massa de material celular 
seco aumenta, enquanto à quantidade de nutrientes disponíveis no meio de 
cultura diminui. Essa é а razão pela qual, muitas vezes, para estimar a bio- 
massa, recorremos a métodos que avaliam o desaparecimento do substrato no 
meio de cultura. Os métodos existentes para a dosagem des diferentes sabe. 
tratos е consequentemente, sua utilização pelos microrganismos, variam com 
o tipo de substrato a ser analisado. А análise de açúcares, por exemplo, é bas- 
tante simples, podendo ser felta por métodos colorimétticos”” qu por 
HPLC Cromatografia liquida de alta pressão). O consumo de O, também 
pode ser usado como parâmetro para estimar a biomassa, Assim como o desa 
Porecimento de substratos do meio de cultura, substâncias encontradas no 
meio originadas da atividade metabólica dos microrganismos, podem ser do- 
Sadas e utilizadas como parâmetro proporcional à biomassa celular Medidas 
da produção de CO, ou de ácidos organicos eliminados no meio de cultura 


são hoje facilmente obtidas com analisadores automatizados”. 


28.35 - Volume de materai ceular após cenvugação 

Esse método consiste na centrifugação de uma amostra de suspensão ce- 
lular em tubo de centrífuga especialmente calibrado. A centrifugação deve ser 
realizada em condições que promovam о empacotamento dos microrganis- 
mos, sem provocar ruptura ou lise celular. O volume de células compactadas. 
após a centrifugação € obtido por leitura na escala existente no próprio tubo. 
Os tubos calibrados são do tipo hematóxritos, usados em rotina de laboratórios 
de hematologia. Esse método tem vantagens sobre o método da filtração, s0 
bretudo quando a cultura apresenta problemas para ser filtrada”. 


` 


2.9 — Coloração de microrganismos 
29.1 - Preparação de estregaços e fixação pelo calor 


Para que uma amostra seja corada, geralmente as células são previa- 
te mortas e fixadas. Os esfregacos devem sor feitos sobre uma lámina 
vidro. Conforme esquema na Fig. 2.15, descrovoremos a sequência dos 
:dimentos а serem executados na preparação de um esfregaço: (a) Co- 
т sobre uma lámina de vidro limpa o seca uma gota de água. (b) Emulsi- 
iar, na gota, os microrganismos adoridos na alça, provenientes de cultura 
meio sólido. Se o inóculo for uma suspensão, não há necessidade de co- 
ar previamente a gota de água. (e) е (d) Espalhar o inóculo na gota, de 
ineira a formar uma película fina sobre a lámina. (e) Deixar secar em tem- 
ralura ambiente. Não secar diretamente na chama, para não modificar a 
fologia dos microrganismos. (9 Fixar o material, passando rapidamente 
imina 3 vezes sobre а chama do bico de Bunsen. Deixar esfriar antes da 
loração. 


Esse é o método mais simples para a preparação fixação do esfregaso. 
coloração, ele poderá ser examinado em microscópio óptico. 


Pregrado de um estepa ¢ sia ação po se 


292 — Coloração de Gram 


Essa coloração é utilizada para separar as bactérias em dois grandes 
pos: bactérias gram-positivas e bactérias gram-negativas. As etapas da 
oração de gram encontram-se descritas na legenda da Fig. 2.16. 
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ELEMENTOS 
DE GENÉTICA 
DE MICRORGANISMOS 


João Lúcio de Azevedo 


3.1 — Introdução 

A Genética é uma das mais recentes áreas das Ciências Biológicas que, 

uma maneira bem geral, pode ser definida como o estudo ca transmissão 

э de ascendentes рага descendentes, Essas características cha- 

ria, são transmitidas de modo ordenado em todos os seres 

У À Genética procura também explicar como ocorre a enorme varinbilida- 
que pode ser observada entre е dentro das espécies. 


Sendo o material genético, na grande maioria dos seres vivos, constitui 
pelo ácido desoniribonucléico, ou DNA, a Genética possuí suas regras 
licáveis tanto a plantas e animais superiores como aos microrganismos É 
DNA que estão as informações genéticas necessárias para a manutenção e 
revivência das espécies. As leis fundamentais da Genética foram descritas. 
primeira vez, na segunda metade do século passado, em ervilhas. Embo- 
com a redescoberta dessas leis em 1900, e as plantas e animais serem am- 
mente usados em pesquisas genéticas, а introdução de microrganismos 
um novo impulso à ciência da hereditariedade. Foi apenas em 1941 que 
ios foram efetivamente. introduzidos em estudos genéticos, seguindo-se 
Лет de alges e protozoário. 

Essa introdução foi um marco decisivo para o desenvolvimento da Ge- 
ica, uma vez que microrganismos possuem qualidades quese que ideais 
а esse tipo de estudo. Eles apresentam, de modo geral, um ciclo Vital гар! 
ndoo estudo da transmissão de características hereditárias em cur. 
período de tempo; sendo seres microscópicos, cles podem ser cultivados 
grande número, requerendo pouco espaço ¢ portanto com economia, propi 
ido que carsetersticas raras possam ser detectadas em grandes populações; 
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sendo menos complexos que plantas е animais superiores em suas exigências 
nutricionais e de cultivo, eles tornam mais fácil a elucidação dos mecanismos 
da herança, principalmente em seus aspectos moleculares. Além disso, uma 
grande maioria dos microrganismos apresenta apenas um ou uma série única 
de cromossomos, que sio as estruturas que contêm a maior parte do material 
genético, о DNA. Em outras palavras, os microrganismos são em geral haplór 
des, em contraposição a organismos superiores que, geralmente, possuem. 
“duas séries de cromossomos homólogos, ou seja, são diplóides, Em seres ha 
ploxdes as características hereditárias manifestam-se de modo mais direto, 
não sendo mascaradas por outros genes homólogos. Toi devido a essas e ou 
tras vantagens que os microrganismos, especialmente a partir da segunda me- 
tade do século XX, foram empregados cada vez mais frequentemente em 
Cenótica. Além disco tudo, a utilização o importância cada vez maior dessos 
seres microscópicos em processos industriais е de valor económico nas áreas 
de saúde, agropecuária, energética, de alimentos e proteção ambiental, fez 
сот que o interesse sobre a Genética e Melhoramento Genético de Microrge- 
nismos fosse incrementado. Como já mencionado, a investigação genética ba- 
seia-sena variabilidade existente entre e dentro das espécies. 

Se todos individuos de uma mesma espécie fossem exatamente igu 
não haveria possibilidade de estudos genéticos. Essa variação tem como fonte 
a mutação, que consiste em modificações dos genes, ou seja, do material gené- 
tico, que são transmitidos de pais para filhos. Entretanto, só o processo de 
mutação não explica toda a variabilidade encontrada nos seres vivos. Diferen- 
tes características hereditárias geradas pela mutação podem ser combinadas. 
por meio de um segundo processo, o da recombinação. Esse é responsável 
Pela junção de distintas características genéticas em um único individuo. 
“Assim, mutação e recombinação constituem as molas mestras da variabilida- 
de em todos os seres vivos, incluindo os microrganismos. 


Na Genética microbiana são fundamentalmente estudados os mecanis- 
mos de mutação e recombinação que ocorrem nesses seres Seu emprego рег 
mite tambem que à variabilidade existente possa ser direcionada para a 
obtenção de linhagens, raças, variedades ou estirpes microbianas melhoradas 
geneticamente, No presente capitulo а Genética microbiana, especialmente de 
fungos e bactérias vai ser abordada, primeiramente sob o ponto de vista de 
seus mutantes, sua obtenção, caracterização o usos. Em seguida os principais 
Sistemas do recombinação genética serão apresentados. Finalmente outros as- 
pectos genéticos de importância em microrganismos serão mencionados, 


32 - Mutação 


32.1 - Mutações espontáneas e induzidas. Agentes mutagéricos. 
Qualquer alteração no material genético que seja capaz de ser transmitida 
воз descendentes, constitui uma mutação. Existem vários tipos de mutações, 
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Iguns desses tipos são altorações grosseiras, causando perdas ou adições de 
indes segmentos cromossómicos ou ainda inversões ou translocações do 
terial genético. Outros tipos de mutações alteram o número de cromosso- 
os. Finalmente um último tipo de mutação menos drástico é a mutação gêni- 
ou de ponto. Nesse caso ocorrem substituições ou ainda adições ou perda 
um ou poucos nucleotídeos no DNA. A Fig, 31 apresenta os diferentes ti- 
de mutações que ocorrem em seres vivos. 


Qualquer que seja o tipo de mutação, esse é um evento raro, que aconte- 
com diferentes frequências em diferentes genes, mas que pode ser conside- 
do para cada gene como ocorrendo em media uma vez por um milhão de 
visões celulares, As mutações ditas espontâneas são causadas por erros 
гаме a duplicação do DNA, devido aos diferentes estados tautoméricos. 
o existem nos nucleotídeos que formam os genes. Podem ser causadas tam- 
im por agents mutagênicos não controláveis, como raios cósmicos « outros 
mo produtos químicos que entram em contacto com células vivas. A fre 
¡encia de mutação espontânea pode ser aumentada em dezenas, centenas ou 
ihares de vezes, se forem propositadamente utilizados os chamados agen- 
mutagénicos, Nesse caso ocorrem mutações induzidas, que se somam is 
pontâneas. As radiações ionizantes como os raios gama, a luz ultravioleta, 
тов compostos quimicos, incluindo os agentes alquilantes como o dietil- 
апо (DES), metanossulfonato de etila (EMS) e nitrosoguanidina (NIC), 
entes desaminadores como o ácido nitroso (HNO;) е hidroxilamina (HA), 
logos de bases nitrogenados como a Zaminoparina (2AP) c Sbromo. 
iuridina (S-BAU), ou ainda agentes intercalantes como os corantes de acri 
ira, ho todos mutagênicos Eles são empregados pelos geneticistas o melho- 
jstas para aumentar a variabilidade genética e proporcionar, assim a escolha 
le mutantes apropriados, Revisões sobre mutação e agentes mutagénicos sto 
umerosas e podem fomecer aos interessados mais detalhes sobre o assunto 
11,2, 3, 4). De qualquer modo, tanto mutantes espontáneos como induzidos. 
orrem em geral ao acaso, de tal modo que o geneticista tem que recorrer ao 
aso de técnicas para selecionar os mutantes que a ele interessam. Kecentemen- 
Je técnicas especiais tem sido descritas para produzir mutantes com alterações. 
[definidas no material genético. Essas técnicas, conhecidas pela designação de 
mutações sitiodirigidas”, vêm permitindo transformar a indução de mutan- 
Jes de um processo empírico em um processo dirigido, embora hajam ainda 
muitas limitações em seu uso, Técnicas de mutações sitiodirigidas fazem par- 
Je das tecnologias do DNA recombinante, conhecidas também como Engenha- 
ria Genética. Essas técnicas serão discutidas no capitulo 4 dessa publicação. 
No presente capítulo serão descritos os principais tipos de mutantes utilizados 
етп microrganismos, seu isolamento e caracterização. Deve-se também ter em. 
mente que, ao contrário de plantas e animais superiores, mutantes demicrorga- 
nismos sio visualizados não como um indivíduo mutante mas, em geral, 
“somo uma colônia crescendo em um determinado melo sólido. Utilizando-se 
“semeaduras e diluições apropriadas, todas as células de uma colônia 


rd 


Мапа constituem clones. Um clone é um conjunto de células ou indivi- 

ә originados de uma única célula, por multiplicação vegetativa, sendo to- 

geneticamente iguais, portanto. Assim, а utilização de colônias ou clones. 

genética de microrganismos permite que mocroscopicamente possam ser 

inguidos mutantes, sem a necessidade do uso de microscópio, como será 
em seguida. 


3.22 — Principais tipos de mutantes utilizados em genética 
de microrganismos. 
A lista de tipos de mutantes que podem ser utilizados é muito grande. 
ims são mais comumente empregados para certos espécies bacterianas, 
os mais utilizados em fungos filamentosos e outros em leveduras, algas 
protozoários ou mesmo vírus, Tudo depende das características inerentes 
la espécie estudada e das finalidades da pesquisa. Entretanto, existem 
tipos de mutantes que são empregados com grande frequência, inde- 
¡dentemente da espécie microbiana estudaca. Eles serão descritos a seguir. 


32.21 = Mutantes анод 


Muitos microrganismos, especialmente bactérias e fungos, podem se de- 
¡volver em um meio de cultivo sólido constituído apenas por sais minerais 
ima fonte de carbono ош, ainda, com um ou poucos aminoácidos, vitaminas 
outros componentes de natureza conhecida adicionados ao mio. Esse é o 
jo de cultivo chamado de "definido “ou “mínimo” em oposição a meios ri- 
е complexos que possuem em sua composição peptona, caseina, extrato de 
eduras, soluções ce ácidos nucleicos, de vitaminas ete. Um meio desse tipo 
Chamado de "melo completo”. Uma espécie ou linhagem microbiana, que 
iginalmente cresce tanto em meio mínimo como em meio completo, pode 
esentar mutantes que só formem colônias em meio completo ¢ não em 
Чо mínimo. Tais mutantes são chamados de auxotróficos, em oposição 

gem original ou selvagem que é chamada de prototrófica. Pode assim ser 
lada uma grande variedade de mutantes auxotróficos, incapazos de crescer 
meio mínimo. Esses mutantes perderam a capacidade de sintetizar algum 
¡ponente do meio completo que não existe no meio mínimo. 


O que ocorreu foi uma mutação em um gene que € necessário para а 
rodugio de um aminoácido, vitamina ou componente dos ácidos nucléicos 
im, че ao meio mínimo for adicionado, por exemplo, a vitamina riboflavi 

um mutante auxotrófico que perdeu a capacidade de produzir a vitamina, 
poder crescer novamente nesse meio mínimo com riboflavina. Como são 

te os aminoécidos essenciais, muitas as vitaminas e diversas as purinas e 
imidinas normalmente sintetizadas por um microrganismo prototrófico, 
de-se comprender que o número de tipos de mutantes auxotróficos possi- 
Яв em uma única linhagem bacteriana ou de fungo é bastante grande, Existe 
nomenclatura toda especial para esses mutantes, que sio designados 


principalmente após as normas definidas em 1569 (5) por 3 letras, em geral as 
iniciais do componente que não pode ser sintetizado pelo mutante. Assim, ur 
mutante que é incapaz de sintetizar riboflavina é chamado de rib, outro incas 
paz de sintetizar o aminoácido lisina é designado de ys е assim por diante. 
Como são vários genes envolvidos na sintese de um determinado componente, 
essencial, às 3 letras pode-se seguir uma letra maiúscula que define o gene о 
locus mutante (узА, lysB, iysC, por exemplo). Se vários mutantes para ш 
mesmo gene são conhecidos, eles ainda levam numeros após à letra (ISA, 
Ius, IEAS ete) 


3222 - Mutartes que nio utilizam certas fortes de carbono cu regio 

De mencira semelhante aoo mutantes auxotróficos para vitaminas, p 
nas, pirimidinas ou aminoácidos, há mutantes que não so capazes de crtac 
em meio minimo no qual apenas uma determinado fonte de carbono ou niu 
sênio foi adicionada. É comum em fungos e bactóras por exemplo, a ex: 
Ча de mutantes incapazes de utilizar lactose como única fonte de carbonos 
Esses mutantes são chamados de lactose negativos lc»). Outros não cresce 
se a galactose fora única fonte de carbono (mutantes gal) e assim por diante. 
Mutantes há também que usam amónia ou nitrito como fonte de nitrogêni 
mas são incapazes de usar nitrato. Todos esses mutantes são bastante usado 
em genética microbiana 


3233 — Mutames resistentes a egertesinibidores 


Se uma população de células de linhagem microbiana é colocada e 

presenca de um agente inibidor e sendo essa população originariamente ser 
Sível oo agente, somente mutantes resistentes poderão se multiplicar е fof 
mar colônias em presença do mesmo, Em bactérias, mutantes resistentes 
antibióticos, quimioterápicos e seis de metais pesados são muito emprega 
dos Mutantes resistentes ao antibiótico estreptomicina são representad 

por strR, os resistentes à ampicilina cão chamados de ampR e assim por dian 
te. Em fungos, mutantes resistentes a corantes, fungicidas е outros agent 
são também bastante empregados em genética. Inibidores não ojo apen 
antibióticos, fungicidas ou outras drogas químicas. Agentes fisicos е ЫБ. 
cos também impedem o crescimento de microrganismos e pode ocorrer resis 
inda aos mesmos. É o caso de mutantes resistentes à luz ultravioleta, altas 
temperaturas, vírus, etc. 


3224 — Mutantes morolegeos 
Sio aqueles que apresentam modificações na coloração, tamanho ou fo 
mato da colónia, em comparação com o tipo original ou selvagem, Em bactéri 
e fungos eles são comuns, como по caso de mutantes albinos. Também mu 
“empregados são os mutantes com tamanho de colónia menor que o normal 
Somo c» “petite” de leveduras cu compactos de fungos filamentosos que, e 
Beral, apresentam deficiências respiratórias, Mutantes com bordos de celóni 


пө» ө 


ados são fregentemente empregados, como os mutantes rugosos de bac- 
з, em oposição ao tipo liso capsulado. Em fungos, onde existe uma maior 
plexidade de estruturas distintas como conídios е corpos de frutificação, 
antes morfológicos são mais frequentemente encontrados, como por exem- 
'osacenidiais cu оз que apresentam alterogóes em estruturas reprodutivas. 


322.5 — Mutantes para produção de iubtiecas liberadas pelas céus 
Em bactérias o fungos, muitos produtos são liberados polas células no 
jo de cultivo. Bactérias do gênero Bacillus, Sireptomyess e fungos como a Pe- 
elium, liberam antibióticos de importância econômica. Outros liberam áci- 
orgânicos, vitaminas, enzimas е muitos outros produtos de grande valor. 
nológico. Assim, a busca е о isolamento de mutantes com maior produ- 
de antibióticos, vitaminas, enzimas e outros produtos faz parte de progra- 
de melhoramento genético. Foi por meio do uso desses mutantes que se 
-guiram aumentos consideráveis na produção do antibiótico penicilina 
т Penicillium chrysogenum. Também em certos casos € importante a obtenção 
mutantes com diminuição ou mesmo perda de produtos fndesejáveis. 
m а finalidade de estudos básicos, a obtenção de mutantes incapazes de 
duzir substincias de valor económico pode lançar novas luzes sobre os 
anismos de produção, regulação o liberação das mosmas pelas células. 


3216 — Mutantes para virlênda e ptogonsidade 

Muitos microrganismos causam doenças em seres humanos, animais e 
tas, inclusive atacando outros microrganismos. Mutantes com eficiências 
ráveis ou mesmo incapazes de causar doenças podem ser obtidos. Essas al 
rações estão ligadas em geral à produção de antígenos específicos, toxinas, 

cidade de aderência aos tecidos eic. No controle biológico de inse- 

"rogas por exemplo, procura-se obter microrganismos cada vez mais eti 
es em causas morte de seus hospedeiros. 


3227 - Mutantes mais sersiveis a agentes iribidores 
Assim com existem mutantes resistentes, о inverso também é verdadei- 
Se um microrganismo desenvolve-se bem entre 28'C е 37°C, podem ser 
oguidos mutantes que são sensiveis à temperatura, isto 6, só podem cres- 
até 25°С. sendo inibidos por temperaturas mais elevadas Esses mutantes 
geral estão relacionados com os auxotróficos já citados. Nesse caso pode 
rrer mutação em um gene que produz uma enzima termolábil, que em 
peraturas mais elevadas não funciona, impedindo assim a sintese de um. 
luto essencial рага o desenvolvimento do microrganismo. Em temperatu- 
mais baixas, entretanto, ela pode atuar e o microrganismo desenvolve-se 
)rmalmente, Mutantes mais sensíveis à luz ultravioleta sio bastante co- 
uns. Por meio deles foram descobertos os principais mecanismos genéticos 
reparo que as células possuem pare evitar оз efeitos danosos da luz ultre- 
ойма solar. 


3228 - Reverses 


“Assim como um microrganismo pode mutar para auxotrofía, resistência 
a antibióticos, caracteristicas morfológicas е outras, ele pode também sofrer 
Teversão dessa mutação, voltando го tipo normal ou selvagem. Essa mutação. 
reversa ou reverso € chamada de verdadeira, quando repara exatemente o 
defeito causado pela primeira mutação. Ela pode ser também supressora 


quando ocorre em outro local do genoma, podendo sor no mesmo gene onde 
estava localizada a primeira mutação, mas não no mesmo local da primeira 
alteração (reversão intragênica) ou em outro gene (reversão intergénica), A 
reversão, especialmente a volta da auxotrofa para a prototrofa, é muito em- 


pregada para a detecção e determinação da eficiência de um agente muta: 
co. Pelo número de reversões obtidas após o tratamento com um suposto 
agente mutagénico, em comparação com um controle, pode-se concluir se ele 
ê realmente mutagénico, e nesse caso, sua eficácia em causar mutações pode 
ser estimada (para maiores detalhes consultar 1, 2,4). 


3229 - Ouros spes de mutantes 

A lista dós tipos de mutantes empregados em genética microbiana é prati- 
camente infindável. Embora os principais já tenham sido mencionados, pode-se. 
acrescentar а essa lista оз mutantes que apresentam alterações na locomoção. 
cm microrganismos que apresentam flagelos e outros meios de motilidade. Ou- 
tros mutantes tóm comportamento alterado, ou seja, apresentam quimiotaxia, 
Fototaxia ou outros tipos de atração ou repulsão por agentes químicos ou fis 
cos que os distinguem do tipo normal ou selvagem. Mutantes com locomoção. 
ou comportamento alterado são comumente usados em bactérias e em proto- 
Zoários. Mutantes com alteração na síntese de DNA, na síntese e mecanismos 
de ação dos diferentes tipos de RNAs das células, mutantes para alterações em. 
caracteristicas de valor comercial, como por exemplo fixação de nitrogênio em 
bactérias e muitos outros tem sido empregados com finalidades acadêmicas ou. 
aplicadas, Tambem nos vírus, protozoários е algas, há outros tipos de mutantes 
empregados. Em algas clorofladas por exemplo, mutantes para fotossíntese 
são conhecidos, Para virus existe umo gama de mutantes estudados em seus 
hospedeiros especificos. Pela constatação da existência de muitos tipos de mu- 
tantes em microrganismos, fica claro que eles apresentam variabilidade geniti 
ca não s6 entre espécies mas entre linhagens, À existência dessa variabilidade. 
possibilitou um maior conhecimento da Genética Microbiara e permitiu um. 
maior desenvolvimento da Genética como um todo, 


32.3 - kolamento e caracterização de mutantes microbianos 

Os mutantes são os instrumentos que o geneticista tem em mãos para rea- 
lizar pesquisas sobre а hereditariedade. Não é portanto por acaso que foram e 
continuam a ser desenvolvidos métodos rápidos e eficazes no isolamento de 
mutantes, Esses métodos são bastante diversos, dependendo do tipo de mu- 


tante que se quer isclar e do microrganismo utilizado. Em geral, para se con- 
Seguir uma maior frequência de mutantes, empregam-se agentes mutagénicos 
antes de se iniciaro isolamento propriamente dito. A luz ultravioleta, pela sua 
facilidade de utilização e disponibilidade em praticamente qualquer laborató- 
fio de Microbiología ou Genética, é © agente mutegénico mois utilizado. 
Entretanto outros matagênicos, como o EMS ou NTG, são também muito em. 
pregados. Para o isulamento de mutantes auxotróficos um processo óbvio é 
Tar uma população microbiana com um agente mutagénico, em seguida se- 
mer células em um meio completo para que cresçam colônias isoladas e de- 
pois transferi-las, uma » uma, para meio mínimo. As cue não crescerem nesse 
Incio serio auotróficas, Essa transferência pode ser feita de uma só vez, uti- 
Jizando-se um veludo que funciora como um carimbo (6). Tendo sido desen- 
volvica para bacténasleveduras e, com algumas modificagtes para fungos 
filamentosos (Fig. 3.2), ainda assim o processo é trabalhoso. 


Métodos foram então criados para selecionar mutantes auxotróficos an= 
tes da semeadura das células em meio completo. Um deles, usado para bacte- 
rias sensíveis à penicilina, consiste em colocar a população após tratamento 
tom mutagenico em meio mínimo liquido, contendo esse antibictico, por um 
certo periodo de tempo. Nesse meio as células prototróficas irão multipli 
Car-se e, nesse momento, serão mortas pelo antibiótico, As euxotróficas não se 
dividem no meio minimo e são preservadas, Uma centrifugação é então reali 
тада para precipitar as células. О sobrenadante contendo o antibiótico é então 
retirado e as células são ressuspondidas em solução salina e semeadas em 
meio completo. Uma porção razoável dessas células darão origem a colônias 
Ausoteóficas, como poderá ser constatado por transferência das mesmas para 
meio mínimo. Em fangos as técnicas de enriquecimento de auxotróficos sio 
feitas também em meio mínimo líquido, onde conídios, que são formas de re- 
sistência, sobrevivem a altas temperaturas ou em presença de certos produtos. 
químicos. Como suotóficos não germinam nesse meio, eles são preservados, 
enquanto os prolotróficos irão morrer quando submetidos à temperaturas al- 
Tax ou a determinados produtos. Tambem filtração pode separar células sem 
germinar das germinadas, permitindo um enriquecimento de mutantes na po- 
Pulação que passou pelo filtro (7) À caracterização de mutantes auxorróficos 
Bode ser eita adicionsndo-se ao meio mínimo fontes de vitaminas, aminoáci- 
Bios e componentes dos ácidos nucléicos. De acordo com o crescimento ou nio. 
fesses meios, o mutante é caracterizada para sua deficiência nutricional, Mais. 
Чон sobre o isolamento e caracterização de mutantes auxotróficos podem 
Ser encontrados em revisões е manuais sobre o assunto (8,9, 10, 11, 12,13). O 
Rolamento de mutantes resistentes a agentes inibidores é, em geral, bastante 
simplificado, pois basta colocar a população sensível ao inibidor em presença 
Че concentrações apropriadas do mesmo. Evidentemente, só mutantes resis- 
tentes poderão se desenvolver e formar colonias nesse meio. É assim que mu- 
tantes resistentes a antibióticos, fangicidas e outros produtos que impedem o 
rescimento de microrganismos podem ser isolados. Um processo alternativo. 
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usado em casos com resistência poligénica, isto é, quando vários genes estão 
envolvidos, cada um conferindo uma pequena resistència. Nesses casos, uti 
zase a placa gradiente (Fig. 3.3), que faz com que um meio de cultura apre- 
sente um gradiente de concentrações de zero até um limite máximo. 


Colönias resistentes 
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Figura 33 - Paca sent pra o stmento de manes resete aceros atos 


Dessa maneira linhagens com genes cromossómicos рага alta resistên- 
cia a penicilinas, cloranfenicol, tetraciclinas е outros antibióticos puderam ser 
isoladas (para uma revisão ver 14). O isolamento de mutantes morfológicos é 
feito por inspeção visual, não existindo praticamente uma maneira de se fazer 
um enriquecimento prévio. O importante no caso é ter em mente que altera- 
Ges do ambiente podem também alterar a morfologia de colônias microbia- 
nas. Assim, o isolamento tem que ser feito em condições bem controladas. Há 
necessidade de vários repiques de colônias com morfologia alterada para ve- 
rificar se a característica é realmente genética e não devido a modificações no 
ambiente 


Mutantes para maior ou menor produção de substâncias eliminadas das 
células microbianas, para o meio de cultivo, são também isolados em meios 
que permitam essa distinção. Para о isolamento de mutantes com produção 
alterada de um antibiótico, por exemplo, colônias podem ser desenvolvidas 
em meio sólido e depois colocadas em presença de um microrganismo sensi- 
vel, Evidentemente esse microrganismo não poderá crescer ao redor de coló- 
nias produtoras e quanto maior o halo de inibição formado ao redor da 
colônia, maior deve ter sido a produção de antibió 
forma, o isolamento de um microrgani 
dução de uma enzima do que a linhagem original, pode ser feita em meio 
apropriado. Para amilases pode-se usar meio com amido e verificar a presen- 
ça de halos e seu diâmetro , usando-se uma solução de iodo que vai colorir de 


azul as regiões do meio com amido e permitir о aparecimento de halo claro ao 
redor de colônias que produziram amilase. Processos semelhantes são feitos 
para o isolemento de mutantes cum produção alterada de celulases, Празе», 
quitinases ¢ muitas outras enzimas ¢ produtos. Embora o método seja semi- 
quantitativo, ele permite uma soloção das colônias mais promissoras, que de 
Vorio ontão ser submetidas a ensaios mais acurados. Foi por meio dossa 
metodologia que linhagens mutantes de valor industrial foram obtidas para a 
produção do antibióticos, enzimas, ácidos orgánicos, entre outros. Mutantes 
para locomoção alterada são isolados em meios semi-sólidos; mutantes para 
patogenicidade são isclados em presença de seus hospedeiros; reversões de 
mutantes auxotróficos para protetróficos podem ser isolados semeando-se 
grande quantidade de células em meio mínimo, onde só células com mutações 
техегзаз poderão crescer. Enfim, os processos para o isolamento de mutantes. 
são variados e essa é uma area bastante criativa, e sempre em expansão der- 
о da genética microbiana 


3.24 — Aratureza da variação microbiana. 


Seja qual for o tipo de mutante a ser isolado e a finalidade para o qual 
че val ser ttl zado, deve-se sempre ter em mente que a mutação ocorre do 
caso, não sendó induzida de maneira dirigida, seja pelo agente mutagênico 
utilizado, seja pelo agente selecionados, È certo que determinados agentes 
mutagênicos podem, de maneira muito limitada, favorecer o isolamento de al 
guns mutantes quando so tom idéia da composição de bases ntrogenadas no 
gene ou genes à serem mutados. Se o gene for ico em gramina e citosina, por 
exemplo, o uso de mutegênico cujo modo de ação € preferencial para essas ba- 
ses, pode levara uma maior facilidade no isolamento de mutantes nesses ge. 
тез. Também fica evidente que a nova tecnologia do DNA recombinante, 
principalmente а mutação siodiigida, a síntese de genes е a introdução de 
Segmentos especificos de DNA, produzem células mirobianas com caracte 
Físicas genéticas determinadas 

E interessante salientar também que, embora muitas vezes fique а im 
pressão de que os microrganismos sejam induzidos a mutar em presença de 
um inibidor, como um antibiotico por exemplo, а maiora dos experimentos 
demonstra que o agente inibidor apenas seleciona mutantes resistentes que 
осоп tes do contato com o mesmo. Vários trabalhos (61916) demons 
бат que não ocorre uma adupiação tipo lamarquista do microrganismo ao 
agente inibidor, mas sim um sitema de mutação ao acaso, seguida де seleção 
Pelo agente em questão 


33 — Recombinação em microrganismos 
Existindo mutantes apropriados em diferentes células ou individuos, 
eles podem ser combinados de distintas maneiras nos descendentes. O me- 
canismo que permite com que essas combinações sejam produzidas é o de 
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:ombinacio. A recombinação é praticamente essencial para que uma espé- 
die possa existir como tal e produzir descendentes que sejam capazes de so- 
Breviver às variações do ambiente, Dessa maneira diferentes mecanismos de 
recombinação existem em microrganismos e mesmo dentro de uma mesma €s- 
pécie podem ocorrer duas ou mais formas de recombinação. Mecanismos se- 
Ouais de recombinação são conhecidos há algum tempo em microrganismos 
eucarióticos isto €, com núcleo típico, como os fungos, algas e protozoários. 
Entretanto, mesmo nesses microrganismos outros sistemas de recombinação 
começaram a ser descritos a partir dos anos 57 do século possedo. Em bactéri- 
as tanto о mecanismo sexual de recombinação como processos alternativos de 
recombinação só começaram a ser descobertos a partir de 1944, ou seja, apro- 
ximadamente 60 anos atrás. Os sistemas de recombinação em microrganismos. 
e suas potencialidades para a Genética e Melhoramento Genético serão a se- 
guit descritos. 


33.1 — Recombinação em bactérias 


Um dos fatores responsáveis pela introdução das bactérias em estudos 
genéticos, somente a partir dos anos 40 do século XX, foi о desconhecimento 
dos mecanismos de recombinação ou troca de material genético entro esses 
microrganismos. Foi em 1944 que Avery е colaboradores (17) mostraram que 
um processo não formal de recombinação ocorria em bactérias, a transforma- 
ção bacteriana. Dois anos mais tarde, Lederberg e Tatum (18) demonstraram. 
pela primeira vez a existencia de um processo sexual em bactérias, designado 
de conjugação bacteriana. Em 1952, Zinder e Lederberg (19) demonstraram a 
existância de um terceiro processo de recombinação em bactérias, chamado 
por eles de transdução. Todos esses processos, embora evidenciados а partir 
de linhagens mutantes em laboratório, dovom também ocorrer com certa fro- 
ailência na ratureza е é por meio deles que as bactérias podem trocar material 
genético, surgindo assim linhagens com novas combinações de genes, Além 
desses processos, que podem ser considerados de certa forma naturais, mais re- 
centemente foram descritos mecanismos de recombinação por meio de mani- 
pulação do DNA em laboratório. Essas novas tecnologias permitem troca de 
material genético entre espécies e generos bacterianos diferentes, como tam- 
bém propiciam a introdução de características genéticas de outros reinos, 
como de plantas e animais superiores em bactérias e vice-versa, 


33.1 — Aceitação bateria 
O primeiro experimento que revelou а existência de um mecaniamo se- 
хаа! de recombinação em bactérias fo feito em Блоги cl Duas linhagens 
com deficiências nutricionais, ou seja, mutantes auxotrócos, foram mistura. 
das em um mesmo tubo de ensaio є desta mistura surgiram recombinantes 
que cresceram em um meio minimo, em os requisitos nuircionaisnecessárics 
para o desenvolvimento das linhagens originais. À Irequencia de celulas re 
Tombirantes era Бет maior que a esperada, se Somente mutação reversa de 
auxotofi para prototrofia tres ocorrendo. Un experimento conhe 


LC 


como do tubo em U, mostrou que havia necessidade de um íntimo contato. 
tre as células das duas linhagens originais para que recombinantes protoiróii- 
cosaparecessem (Fig 34). 


a 
NP A 


Moo miro cesen Мот 
andan) Ma SEUS (ao CO) 


erosion recientes) 


Figara 34 етого И итне en tete porno com ames nro decenas 
Pa ases de Tona e, Lera dr) Tara Blas) ear (a deum 


O próximo passo foi demonstrar que existiam tipos de reações sexuais 
ou “sexos” diferentes em bactérias. Hayes em 1952 (20) realizou cruzamentos 
recíprocos, empregando duas linhagens com deficiências nutrici 
tas e uma delas condo resistente ao antibiótico estreptomicina Г 
que recombiranves só apareciam em meio com. 
nhagem determinada era resistente à esse anti 
de que haviam células doadores de material genético е células receptoras des- 
se material que necessitavam permanecer vivas no meio com estreptomicina, 
para que a conjugação produzisse recombinantes. As celulas doadoras foram 
chamadas de Ft ou “masculinas” е эз receptoras, de F- ou “femininas”. A03 
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icos o processo foi sendo elucidado, Verificou-se logo a seguir que células 
ideras eram diferentes das receptoras, por conter além do cromossomo u 
to extracromossómico adicional, designado de plasmídio F (de fertil 
de). Por outro lado, células receptoras não continham o plasmídeo F. Mais 
где foi também visto que o plasmideo F, possivelmente de origem viral, 
jula tamanho bem menor que о cromossomo bacteriano, mas era capaz de 
ter genes suficientes para sua duplicação autônoma, Isto ¢, independente 
la do cromossomo da célula, além de possuir genes para sua transferência de 
ima cólula para outra, Entro esses genes existiam aqueles carregando infor- 
ações genéticas para a síntese de tímbrias ou pilli sexuais, que permitiam 
iom que o contato entre células doadoras e receptoras ocorresse e que o mate- 
1 genético passasse de uma célula para outra. Foi verificado, também, que 
la conjugação bacteriana apenas o plasmídeo F pode ser transferido após 
Sua duplicação na célula doadora (Fig. 3.5) 
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Nesse caso, a célula receptora feminina não recebe genes cromossô 
cos, mas apenas muda de sexo. Por outro lado, a célula doadora pode também 
mudar de seu estado F+ para F-, se perder o plasmídio, Isso ocorre quando ele 
se duplica mais lentamente que a célula que o alberga, ou quando à bactéria é 
tratada por certos agentes como corantes de acridina, Esses corantes são cha- 
mados de “curagínicos”, pois о processa de perda de plasmideo é designado 
Че “cura”. Mas nem sempre pela conjugação bacteriana só passa o plasmídeo | 
F de uma célula para outra. Esse plasmídio tem a propriedade de poder inse- 
Tire по cromossomo da célula doadora. Nesse caso, cle pode transferir parte 
Фо cromossomo ou todo о cromossomo para a célula receptora (Fig. 34). 
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As células que iem o plasmídeo ligado ao cromossomo bacteriano sio. 
chamadas de Hir (de High Frequency of Recombination) e são elas que trans- 
ferem genes cromossómicos de bactérias doadoras para receptoras, como 
ocorreu no experimento original da descoberta do processo de conjugação em 
E.coli. Ainda outra variação do mecanismo pode ocorrer. O plasmideo E, inse- 
tido em células Hfr, tem a capacidade de poder voltar зо seu estado autóno- 
mo, Nesse caso, raramente ele pode levar algum gene cromossómico quando. 
se desliga do mesmo. Plasmídeos carregando um ou mais genes do cromessc- 
mo são chamados de F' (F linha ou F- primo). Quando eles passam de uma cé- 
lula para outra, carregam gene ou genes cromosómicos para а bactéria 
receptora. Esse processo é chamado de sexodução (Fig. 37). 
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ESTÁGIOS DA CONJUGAÇÃO - De um modo geral, em uma conjuga- 

ção bacteriana os seguintes estágios podem ser distinguidos. a) Formação de 
Vines especificos: ocorre entre células doadoras е receptoras, mus raramente 
amén entre duas células doadoras. À formação de pares não é exatamente 
mo mas envolve um processo de quimiotexie, onde há atração da célula 
cuina pela feminina. P) Formação de conendo celular: foita através do pi- 
Te sexual (plura pl). c) Mobilização e transferência do cromossomo ou do 
iasmideo E ou E apenas uma fita de ОМА, seja do cremossomo ou do plas- 
ра оаза No caso de transferéncia do cromessomo ele quase sem 
PRESSE em part transferido; a quebra da ponte ctoplasmática entre as duas 
Кы € coram durante o proceso. d) Integração do material genético na 
©йша receptor: hå pareamento de regiões homólogas da fita de DNA pro- 
miente da células doadora e cromossomo da célula receptora. Pelo mecans- 
Xo de permulação ou “crossing-over” vai haver então а formação de 
Recombinant, que podem ser isolados em meios apropriados. 

"A AMPLITUDE DO PROCESSO DE CONJUGAÇÃO ENTRE BAC- 
qÉRIAS = Além de ocorrer em E coli outras enterobactéras, a conjugação já 
foi descrita em muitos outros géneros como Vibrio, Pseudomonas, Rhizobium e 
уйгө em gêneros de bactérias gram positivas como Streptomyces, Вайну, 
банак ete. Existem pequenas variações no mecanismo de acordo coma 
espécie, mas as características gerais da conjugação permanecem as mesmas. 

Cruzamentos interespecíficos são às vezes possíveis entre géneros aparenta- 
dos, como Escherichia e Shigella. Pseudomonas possuem plasmídeos designados 
de P. Alguns deles são ditos plasmídeos promíscuos, pois podem ser transfe- 
idos para gêneros bastante distintos. A descoberta dos plasmideos Р foi de 
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grande valor para a construção de vetores em Engenharia Genetica (Ver Capi- 
tulo 4). Em estreptomicetos а conjugação tem facetas próprias. Existem 3 ti 
pos de linhagens quanto ao sexo: NF (fertilidade normal), UF (ultrafertilida- 
Че) IF (fertilidade inicial). Em Steptomyets coelicolor o plasmídeo é chamado. 
de SCPI е atua como fator sexual e produtor do substâncias difusiveis. Linha- 
gens NF têm plasmídeo integrado ao cromossomo, as IF têm plasmídeo autà- 
пото e as UF são desprovidas de plesmídeo mas, zo contrário do que ocorre 
«та Escherichia, cruzamentos UF x UF são férteis, embora em baixas fregiénci 
as. À descoberta de um segundo plasmídeo envolvido na conjugação dessas. 
bactérias pode explicar a fertilidade de células sem plasmídeo SCPI. 

UTILIZAÇÃO DO PROCESSO DE CONJUGAÇÃO BACTERIANA - A 
descoberta do mecanismo de recombinação por conjugação em bactérias foi 
de grande utilidade, sob vários aspectos. Para estudos genéticos de espécies 
bacterianas, ela permitiu o mapeamento de genes nos cromossomos e а cons- 
trução de mapas genéticos. Fermitiu também que fossem realizados estudos 
sobre dominância e recessividade de genes em células hapióldes, pela cons- 
trução de zigotos parciais ou merozigotos com genes homólogos na mesma 
йа. Foi assim possível o estudo de complementação entre gencs mutantes. 
Mais importante inda, ela abriu caminho para que а regulação gónico, princi 
palmente em bactérias e depois em outros seres vivos, fosse compreendida 
(22), Pode-se mesmo dizer que a conjugação bacteriana foi imprescindível 
para o notavel desenvolvimento da Biologia Molecular e da Engenharia Gené 
tica nas últimas décadas. Finalmente elo permitiu, em espécies de valor eco- 
nômico, que se fizesse um melhoramento genético agrupando genes de 
interesso, em linhagens de importância agricola ou industrial. 


33.12. Trardomagio om bactérias 
O mecanismo de ransformação foi o primeiro a ser evidenciado como 
causando recombinação em bactérias, antes mesmo do processo de conjugar 
são acima descrito. Ele fot observado pela primeira vez no Inglaterra. Griffith, 
от 1928 (23) injetou em camundongos uma mistura do duas linhagens da 
bactéria então chamada Diplecoccus pneumoniae cu Pneumocccus, hoje conhe- 
cida como Streptococcus pneumoniae. Uma das linhagens usadas era virulenta, 
mas tinha sido morta por aquecimento. A outra era viva e avirulenta. Os 
mundongos injetados com a mistura morreram e deles foram isoladas bactérias. 
virulentas. O fenómeno foi chamado de transformação, mas não foi bem com- 
preendido na época. 50 em 1944 Avery, MacLeod e McCarty (17) desvendaram 
o mecanismo. Eles, por meio de exaustivos testes, conseguiram demonstrar que. 
era um componente químico das células virulentas, o ácido desoxirribonuclé- 
co оа DNA, o responsável pela transformação das células avirulentas em vi- 
tulentas. Foi demonstrado dessa maneira não só um sistema de recombinação. 


em bactérias, mas também que о DNA era o material genético das mesmas, o. 
que depois foi generalizado para praticamente todos os seres vivos. O proces. 
so de transformação, ao contrário do que ocorre na conjugação bacteriana, 
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ET ите duas células, nem tipos de reação sexual distin- 
+. É assim um mecanismo alternativo do sexo, mas que, da mesma forma 
jue a conjugação, produz recombinantes, Tendo sido descrito em S. pneumoni- 
s. verificou-se logo em seguida que outras bactérias também eram capazes de 
мет transformadas para as mais diversas características е não apenas para. 
rulência. Atualmente pode-se dizer que qualquer género ou espécie bacteri- 
ina, dependendo das condições de cultivo е certos componentes químicos 
dicionados ао meio, podem sofrer transformação. Também pode ser trans- 
formada qualquer característica genética bacteriana, seja auxotrofia, morfolo- 
gia de colônia, resistência a agentes inibidores, etc. 

AS FASES DA TRANSFORMAÇÃO BACTERIANA - Assim como 
ocorre ra conjugação, a transformação pode ser dividida em etapas ou fases. 
Na natureza, antecedendo ao processo propriamente dito, deve ocorrer lise de 
células de tal modo que seu DNA fca livre no meio. Em laboratório existem 

rentes métodos para extração do DNA das células que vão doar esse ácido 
muclelco, que sao chamadas de doadoras, рага as células que vão receber o 
DNA, ditas receptoras. O material genético assim extraido é chamado de 
DNA exógeno Esse DNA deve ter tamanho relativamente grande para que а 
transformação seja eficiente с deve estar em seu estado de fita dupla. Também. 
é necessário que as células receptoras estejam em um estado de aptidão para 
receber o DNA, Esso estado, chamado de “competência”, dependo de diferen- 
tes fatores: existência de receptores específicos para o DNA, fase de cresci- 
mento bacteriano, que por sua vez produz modificações na membrana e 
modificações no meio de cultura, que podem propiciar aumento ou diminui- 
ção da competência. Atualmente, determinadas técnicas como а eleiroporaio 
(abertura de poros da membrana por forças elétricas), ou a utilização de pro- 
toplastos (células sem parede) podem aumentar a frequência de transforma- 
ção. Fatores genéticos também estão envolvidos, tendo sido inclusive isoladas 
linhagens com-, isto €, constituidas por células não competentes e portanto in- 
capazes de sofrer transformação. Uma vez existindo DNA nativo, ou de fita 
dupla disponível, е existindo células competentes, o contacto célula compe- 
теме ОМА pode ocorrer. As fases que se desentolam durante transformação 
são as seguintes; a) Entrado do DNA exógeno na célula receptora — embora 
ele precise estar em seu estado nativo de dupla hélice, com algumas exceções 
apenas uma fita do DNA penetra na célula receptora. O processo de entrada é 
bastante complexo ө sous dotalhes não são bem conhecidos. b) Incorporação 
do DNA exágeno no cromossomo da célula receptora: o DNA que penetrou 
na celula receptora vai se parear com a região homóloga do cromossomo da 
mesma. O mecanismo de permutação ou “crossing-over” ocorre como na con- 
jugação. c) Formação de recombinantes: ras próximas duplicações do DNA o 
segmento que foi incorporado ao cromossomo vai também sofrer duplicação. 
Carregando um ou mais genes distintos em relação aos da célula receptora, 
pode haver modificação em uma ou mais características genéticas de células 
descendentes (Fig. 3.8). 
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A UTILIZAÇÃO DO MECANISMO DE TRANSFORMAÇÃO - Além da 
entrada de DNA cromosómico nas células receptoras per transformação, po- 
dese também introduzir elementos extracromossómicos como plasmídios. 
Tendo duplicação independente da do cromossomo bacteriano, esses plasmi- 
deos podem permanecer nas células receptoras e em seus descendentes, intro- 
duzindo novas características genéticas ras mesmas. Se esses plasmídios 
possuirem genes provenientes de outras espécies bacterianas ou mesmo de ou- 
tros organismos, como plantas, animais ou da própria espécie humana, uma 
bactéria assim transformada poderá produzir novas substâncias. É dessa ma- 
neira que certos hormônios, como insulina, somatostatina e o de crescimento 
humano são hoje produzidos por bactérias como a E. сой. Nesse caso os plasmí- 
deos funcionam como vetores de genes exógenos. Essa tecnologia de Engenho 
ria Genética propiciou, grandes avanços biotecnológicos permitindo 3 
construção de linhagens bacterianas e de outros microrganismos transforma- 
dos, constituindo-se em vordadoiras fábricas de fármacos e outros produtos 


A transformação é também um ótimo sistema genético pera o estudo da 
genética bacteriana. Por meio de transformação pede se combinar genes de 
diferentes linhagens em uma mesma, fazer mapeamento genético e construir 
mapas genéticos bastante detalhados de regidos do genoma das oxpácios ostu- 
dadas. Por exemplo sendo os segmentos de DNA que entram dentro das cilu- 
las da ordem de 200 a 500 vezes menores que o cromossomo, dificilmente dois 
genes distintos dos existentes nas células receptoras vão ser incorporados em 
conjunto. Quando isso ocorre (o-transformação) está demonstrada a grande 
proximidade desses genes no cromossomo bacteriano. 

A descoberta de transformação em outros microrganismos, como fungos 
filamentosos e leveduras е a utilização em larga escala do mecanismo na Тес. 
nologia do DNA recombinante, fazem com que esse sistema de recombinação 
seja de grande importância para estudos genéticos ¢ para a manipulação de 
bactérias e outros microrganismos. 


3313 - Tiarsdução 
“Alem da transformação, um outro mecanismo de alternativa do sexo de- 
slgnado de transdução foi descrito em 1952 na bactéria Salmonella typhimurium. 
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Ele роде ser considerado um refinamento do processo de transformação. Na 
аад, bactérias são também modificadas em suas características gendi 
as por um DNA vindo de outras bactérias. Entretanto, nesse caso o DNA é 
carregado por virus que atacam bactérias, оз chamados bacteriófagos ou abre 
“Viadamente, lagos. Esses fagos infectam uma determinada bactéria, ват a 
mesma e podem ter um segmento do DNA bacteriano substituindo seu pro 
prio DNA, ou mesmo ter alguns genes da bactéria incorporados го seu geno- 
Toa, Assim, quando infectar uma nova bacteria, ele vai carregar esse material 
paraa celula hospedeira, desencadeando a transdução. 

OS TIPOS DE TRANSDUÇÃO - Existem basicamente très tipos distin- 
tos de transdução: generalizada, especifica ou restrita е transdução abortiva. 
Cada um deles vai ser visto em seguida. 

TRANSDUÇÃO GENERALIZADA - Se um fago lisa uma célula selva- 
gem e depois vai infectar células mutantes, dentre clas aparecem algumas 
Gontendo genes das celulas lisadas. Em geral, ada célula é modificada apenas 
Para uma característica genética. о ocorre porque, como já mencionado, 
“Quando um fago ataca uma bactéria е mata a mesma, algumas partículas virais 
dh centenas ou milhares que são liberadas, por um erro de incorporação, pos- 
Suem um pedaço do ОМА de cromossomo bacteriano em lugar do DNA do 
próprio fago (Fig. 39. 
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Resultam assim de uma célula lisada um ou poucos fagos que contêm no 
interior de sua capa protéica DNA de bactéria Isso não impede que esse fago 
alterado infocte um nova célula e injote o DNA dentro da mesma. Aí eviden- 
temente não vai haver lise, mesmo que a célula receptora seja sensível ao fago. 
O DNA no interior da bactéria vai se comportar como na transformação, isto 
é vai haver um pareamento entre esse segmento adicionado à célul 


correspondente homólogo do cromossomo bacteriano, “crossing-over”e apa- 
recimento de recombinante, Nesse tipo de transdução, qualquer gene bocte- 
mano pode ser carregado da celula doadora para a receptora є por isso ela é 
chamada de transdução generalizada. Como são muitos оз fagos que infectam 
diferentes espécies de bactérias, o processo é de ocorrência ampla, tendo sido 
detectado em diferentes gêneros de bactérias, tanto gram-positivas como 
grom-regativas. 
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TRANSDUÇÃO ESPECÍFICA OU RESTRITA - Morse, Lederberg e Le 
derberg (20), procurando novos virus que poderiam servi de vetores para 
Star a тазёщао, verificaram que um determinado fago Chamad de 
lambda (+) era capaz disso, mas que a grande maioria das bactérias que sofriam 
апеїщас sco айат paro um gene, о que condicionava си não à izo 
Зе galactose como única onte de carbono ш), Esse lago Чоро soporto, 
isto û pode sor incorporado ao sromossomo bacteriano, Ness caso die não 
lisa асби mas se multiplica junamento om o croneczomo da mesma, pro” 
tezendo-a do ataque por lagos relacionados. Um Japo incorporado ao caos. 
somo está em um estado designado de profazo. Entreno espontaneamente 
ou induzido por luz ultravioleta ele pode sair desse estado; Ierandos de 
cromossomo lacerano. O ОМА do fago agora livre se mulplica е centenas 
de particulas virais com capa protéica до Isrmadas e berada lisand a célu” 
la. Uma pequena fração dos lagos erados, quando saem do cromossomo, 
carregam consigo part do cromossomo, à semelhança do que ocorre com o 
plasmideo F quando se modifica em F (ver conjugação). Como o Inca de ga 
ão do fago по cromossomo bacteriano € sempre próximo an pene al é ele 
qu sirio poro fg, Raramente cub pene o da dcn oni 
саа para Бонда bi, que está um pouco mais distante do que gal no ecl 
de incorpora do lago c também trantendo, Quando esse ago, carregando 
gene guy, por exemplo val infectar uma bacteria gal, ele рее seindorpo- 
cat no Жошо dese Узал qua кы Бык con dul pez qd m EDS 
Буар 
мг o fago com депе gal e nesse caso metade das pañículas vias que re- 
sukam da ise da célula vai carregar ese gene, dando sados chamados de 
НЕТ (Hich Frequency of Transduction}. A Fig, 310 mostra ов principais pas- 
sos que ocorrem na tansdução resi 

TRANSDUÇÃO ABORTIVA - Em certos casos де transdução, o material 
genético da bactéria doadora carregado pelo fago vetor peneira na bactéria re- 
ерга mas, por razões ão bem lucidadas , não € integrado ao cromossomo 
bacteriano y, hão tendo dupicação autonoma tambem Mão se duplica deno 
dei. Exemplicando para o caso de um gene selvagem pora uma aurotvfa, 

ansdunido para uma célula receptora que poseu tou sunotod, © que va 
rud ри gens мойны pas нак da eira pe la 
блп, quando a bactéria se divide em um meio mínimo. aperas uma das 
células filhas 4 lero Segmento só ela poderá dividir-se novamente Assim, 
Em Jugar de um crescimento em escala geometric, Yal ocorrer um слата. 
To em escilaantmétca Formam-se então em um meio здө colonias minis- 
шш, caracteristicas da tranedução abotiva. A transerênia das cédula de 
Sima dessas colônias para um novo meio mínimo dé como resultado apenas 
ита «йд minseculo, que é resultante da celula que tem o segmento irme 
duvido (В. 311. Em geral o mimero de ranscuções atorivis, comparado 
Som ode tramsduções generalizadas € 20 930 vezes maior. Iso indica que a 
prababilidade de um segmento tramsduzido ser incorporado ao cromossomo 
da celula receptora ¢ pequena, em comparação com 4 probabilidade de sua 
nã incorporado 
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OS ESTÁGIOS DA TRANSDUÇÃO - A transdução pode ser dividida. 
nos seguintes estágios: a) Formação das partículas virais transdutoras e seu 
transporte: o processo nos três tipos de transdução é feito pela incorporação 
de parte do DNA bacteriano ao do fago [transdução específica ou restrita), ou 
por substituição do DNA do fago por segmento de DNA bacteriano (transdur 
Soc» generalizada e cbortiva). b) Entrada e destino do DNA dentro da bactéria 
teceptora: a entrada é feita por injeção do DNA contido na capa protéica viral 
para o interior da cólul receptora. Se o fragmento for incorporado ao genoma 
da receptora por “crossing over”, ocorre a transducio por substituição como 
no caso da transdução generalizada. Como o DNA do fago é circular (ver Fig, 
3.10), uma permuta ou “crossing-over” entre dois РМА» circulares resulta em 
incorporação do DNA que foi introduzido pelo fago, sem substituição. Se o 
DNA não for incorporado е ficar livre na célula, ccorre a transdugio abortiva, 

USOS DA TRANSDUÇÃO - Como acontece no caso da conjugação e 
transformação, a transdução pode também ser usada como um sistema genóti 
co para mapeamento de genes bacterianos 20 longo do cromossomo. Uma 
co-transdução, isto é, duas caracteristicas freqüentemente sendo transduzidas. 
em conjunto, revela ligação dos genes envolvidos. Estudos de complementação. 


gênica também sio realizados via transcucio, Bacterlofagos e outros virus po- 
Чет também ser usados, à semelhança dos plasmídeos, como vetores em 
Engenharia Genética. Aldo, plasmidcos е fagco tim muito em comum, supon- 
dose que a origem dos plasmídeos seja viral 


33 4 = Transposição do mater genéicoe tecnologia do DNA reconbirante 

Os trés sistemas de recombinação descritos acima nào são artefatos de 
laboratório e devem ocorrer na natureza, permitindo troca de material genéti- 
co em bactéria, А eles podem ser adicionados mais deis sistemas, o primeiro 
também natural e o segundo constituindo-se muito mais em uma manipula- 
ção genética em laboratório do que um sistema natural de troca de DNA entre 
células 

TRANSPOSONS - O genoma dos seres vivos sempre foi considerado. 
como formado por sequências bastante estáveis, somente modificadas por mu- 
tação. Embora existissem exemplos de que o material genetico poderia sofrer 
“ransposições de um local para outro do genoma, como em milho (25) e mesmo. 
em fungos (16), esses casos eram considerados como excações. Foi preciso queo 
processo de transposição fosse elucidado do ponto de vista molecular em Pacti- 
Tias, para que ele pudesse ser aceito definitivamente pelos goneticistas. Hoje S- 
hee que o mecanismo de transposição é geral e se constitui em um processo 
que aumente a variabilidade nos seres vivos sendo de grande importância para 
à evolução, regulação génica е diferenciação. Transpesons foram pela primeira 
vez descritos do ponto de vista molecular, quando se verificou que mutações. 
chamadas polares em sistemas ce regulação génica bacterana eram causadas 
por segmentos de DNA inseridas em genes. Esses segmentos ou 15 (nsertion 
Segments) têm em média 700 4 1.500 pares de nucleotídeos que codificam pro- 
teinas envolvidas no próprio mecanismo de transposição. A Tab. 3.1 apresenta 
algumas propriedades de diferentes transposons 
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Logo a seguir foram descritos outros elementos transporíveis em bacté- 
rias, bem maiores que os IS carregando genes, como os de resistência a anti- 
bióticos entre outros. Esses genes eram flanqueados por [Ss e o conjunto foi 
“chamado de transposon (Tn). Atualmente tanto IS como Tn tomam a designa. 
ção geral de trarsposons. A Fig. 3.12 mostra um desses transposons. Normal- 


mente uma bactéria carrega vários transposons. A linhagem de E. coli K12 
possui pelo menos 14 transposons em seu cromossomo e três em seu plasmi- 
deoF. 
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O MECANISMO DE TRANSPOSIÇÃO - O processo se inicia pela du: 
plicação do elemento transponível e termina com sua inserção em outro local 
do genoma. A duplicação não acarreta a locomoção do transposon original, 
mas sim de sua cópia. Essa cópia vai ligar-se ao DNA alvo em outro local do 
cromossomo ou elemento extracromossômico. Mais detalhes sobre esse me- 
canismo e sobre as enzimas envolvidas, podem ser encontradas em revisões. 
sobre o assunto (1, 27, 28). Esse sistema , logo após sua descoberta, foi cha. 
mado de “recombinação ilegítima”, pois independe das enzimas normal- 
mente usadas para efetuar recombinação clássica através de permuta ou 
“erossing-over . No entanto, logo fol visto que esse é um sistema tão natural 
quando © anteriormente conhecido. A transposição permite que os transpo- 
Sons funcionem como interruptores em sistemas de regulação, permite que 
novas informações genéticas sejam introduzidas om uma célula e apresenta 
m um potencial muito grande para aumentar a variabilidade o sobrevi- 
ncia de células. Possivelmente plasmídieos designados do R, semelhantes 
ao F, mas que carregam genes de resistência a um ou vários agentes inibidores 
de bactérias como antibióticos, quimioterápicos e metais pesados, foram lor. 
mados por transposições de diferentes origens, selecionados em um plasmí- 
deo único. Tal plasmídeo confere às bactérias uma vantagem seletiva na 
presença desses inibidores, 

OUTROS EXEMPLOS DE TRANSPOSONS - Certos bacteriófagos como 
ома (Mutador), também funcionam como transposons, inserindo-se em várias 
regiões do cromossomo bacteriano e causando mutações. Em fungos filamen- 
osos e leveduras, também são relativamente bem descritos casos de transpo- 
sons. Em leveduras, variações no tipo de reação sexual ou “mating-types” são 
ocasionadas por transposigóes de material genético. Em plantas e animais su- 
[оге também ransposictesforam detectadas em grande número, А desco; 
беда desse sistema de recombinação lançou novas luzes aos fenómenos 
ligados à alta instabilidade genética apresentada por alguns microrganismos e 
dificilmente explicada pela genética até então. Ё ocaso de variação de fase em 
Salmonella, tipos de reação sexual em leveduras, instabilidade mitótica em fun- 


filamentoscs, alguns de importância industrial, capacidade de alta resis- 
cia a vários inibidores em células bacterianas e muitos outros. Os 
ransposons são responsáveis por uma verdadeira Engenharia Genética in 
vo nas células, Em alguns microrganismos que vivem dentro de plantas, 
s endofitos, parece existir uma certa coincidência de genes iguais ou seme- 
¡tantes em ambos. Se confirmados esses achados, estaria demonstrada a pos- 
aibilidede de transferência por transposição, ou mecanismo similar, entre 
genes de células de reinos diferentes. Esse processo já foi demonstrado em 
bactérias que causam tumores em plantas, como as do género Agrobacterium, 
que podem ter um seu plasmideo designado de Ti incorporado as genoma da 
planta. Entretanto, а existência de um fluxo gênico entre gêneros, familias ou 
mesmo reinos distintos, pode demonstrar que a Engenharia Genética é um sis- 
temo também natural de recombinação usado pelos seres vivos, embora ссог- 
та com frequência reduzida. 

A TECNOLOGIA DO DNA RECOMBINANTE - Descrita pela primei- 
та vez em bactérias no início des anos 70, a tecnologia do DNA recombi 
te foi ampliada rapidamente para outros microrganismos e, depois, pa 
todos os seres vivos. Ela é considerada um sistema de recombinação artifici- 
al, por manipulação do material genético de células e introdução de novas. 
características nas mesmas. Do ponto de vista genético é um sistema de re- 
combinação que aumenta a possibilidade de obter variabilidade. Do ponto 
de viste biotecnológico, ela pode produzir linhagens de importância econó» 
mica. Essa tecnologia vai ser vista em detalhes em outro capítulo desta mes- 
ma publicação, 


33.2 — Recormbinação em fungos 


Como acontece em bactérias, а recombinação em muitas espécies de fur- 
gos pode ocorrer por mais de um mecanismo. Sendo microrganismos eucarió. 
ticos, os fungos possuem núcleo típico e muitas espécies apresentam um ciclo 
sexual similar ao dos animais e plantas superiores, Entretanto, grande parto 
do ciclo vital da maioria dos fungos é haplóide. A fase diplóide é bastante rá 
pida, pois assim que dois núcleos se fundem e dão um núcleo dipléide, ocorre 
meiose com volta ao estado haplóide. Além do mais, os chamados Fungos 
Imperfeitos ou Deuteromicetos não possuem ou ainda não tem descrito seu ci 
clo sexual. Nesses fungos e mesmo em outros que possuem ciclo sexual existe 
um sistema alternativo de sexo, denominado de ciclo parascexual, descrito 
pela primeira vez por Pontecorvo e Roper em 1952 (29). Também em fungos, à 
semelhança das bactérias, transformação por DNA pode ser usado como um 
sistema de recombinação. Para forçar a parassexcalidade são usadas técnicas 
eficientes como fusão de protoplastos, Finalmente, também da mesma manei 
та que em bactérias, a tecnologia da DNA recombinante pode ser usada para 
produzir novas genótipos. Esses sistemas de recombinação em fungos serão 
apresentados a seguir. 
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3221 - O cido sexal em ngos 

Como mencionado, os fungos são cucarióticos e muitos deles têm um 
processo sexual com fusão de núcleos hapléides, produção de núcleo diplóidee 
meiose, resultando novamente células haplóides, Cada espécie do fungo que 
possui ciclo sexual apresenta características próprias nesse ciclo, mas o objetivo. 
de sua existência é sempre o mesmo, isto é, produzir recombinantes, Algurs 
fungos são homotálicos, ou seja, não possuem tipos de reação sexual distintos, 
Nesses caso eles podem se autofecundar e recombinantes não são produzidos. 
Eles podem também sofrer cruzamento com outro talo produzindo recombi. 
nantes, Outros fungos são heterotilicos, com dois ou mais tipos de reação sexu- 
al ou “mating-types "distintos. Nesses casos só linhagens de diferentes tipos 
de reação sexual é que se cruzam As Figs, 313, 3.14 c 315 apresentam of cL. 
los sexuais de três diferentes espécies de fungos, dois filamentasos, o Азретуй- 
lus nidulans (homotálico) e Neurospora crassa (heterotálico) е uma levedura, a 
Saccharomyces cerevisiae. 
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Todas as três espécies têm sido amplamente usadas em Genética. Nesses. 
fungos e em outros que possuem ciclo sexual fica fácil estabelecer cruzamen 
tos para estudos genéticos e para programas de melhoramento ges Exis 
tindo mutantes, a análise genética pode ser realizada com facilidade e, 
dependendo do fungo, as análises podem ser feitas a partir de esporos sexuais 
ordenados em compartimento do corpo de frutificação, como ocorre em Nen- 
rospora crassa. Pode ser feita também por análise de esporos sexuais não orde- 
nados como em Saccharomyces cerevisiae ou, ainda, por esporos sexuais 
coletados ao acaso como em Aspergillus nidulans. A Fig. 3.16 mostra alguns 
exemplos dessas análises genéticas. 
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33.22 - O odo parasena em ngos 

O ciclo parassexual foi descrito pela primeira vez no fungo A. nidulans. 
Graças à existência de mutantes para coloração de conídeos e mutantes ашхо- 
troficos, foi possivel colocar duas linhagens de cores de conídeos distintas е 
auxatrofias tambem distintas em um melo liquido mínimo, com uma pequena 
quantidade de meio completo para permitir apenas o início da germinação 
dos conídeos. Nesse caso, ocorreram anastomoses de hifas com a formação de 
heterocários (dois nucleos geneticamente distintos em um citoplasma co- 
mum). Esses heterocários podiam crescer em meio minimo, pois um núcleo 
fornecia o que faltava para o outro. Entretanto, como о fungo tem conídios. 
uninucleados, os conídeos dos heterocários eram Iguais aos das linhagens que 
о formaram e não podiam crescer no meio mínimo. A semeadura de milhões. 
de conídeos provenientes de um heterocário em meio mínimo produziu, en 
tretanto, algumas colônias prototróficas. Essas, com surpresa, eram diploices 
о que foi constatado pelo volume do seus conídeos, que ета о dobio do das Ii 
nhagens originais que formaram o helervcário, pela quantidade de DNA em 
seus núcleos que era também o dobro da encontrada em conídeos haplides € 
pela possibilidade que essas colônias tinham de formar sclores, principalmen. 
te se transferidos para meio completo. A análise genética desses setores reves 
lou serem alguns recombinantes haplóides, originando-se por um processo de 
não disjunção com perda de cromossomos até o estado original hapléide ser 
atingido. Outros eram diplóides, originando-se por permutação ou “crossing 
over” mitótico (Fig, 317). 
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Fipra 3.17 - Odo parsel eninge 


Em ambos os casos apareceram recombinantes, o que permitiu um novo 
processo de análise genética, propiciando um rápido mapeamento de genes 
em seus respectivos cromossomos, Após ser descrito em A. nidulans, ele foi 
constatado em Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum e muitos outros fun- 
gos imperfeitos que não possuiam ciclo sexual e que, portanto, nào eram facil- 
Mente estudados do ponto de vista genetico. Dentre os deuteromicetos estão 
importantes lungos de interesse biotecnológico utilizados na produção de ar- 
tibióticos, ácidos orgánicos, enzimes, no controle biológico de insetos, ete. O 
ciclo parassexual como alternativa do sexo, permitiu que a genética c o me- 
Ihoremento genético fosse feito com grande sucesso como em A. niger, Triche- 
derma е Penicillium. Em A. nidulans que possui ambos os ciclos sexual e paras- 
Sexual, uma comparação entre os mesmos pode ser feita (Tab. 32). 


Hoje o ciclo já é conhecido em dezenas de fungos (Tab. 3.3). Variações 
nesse ciclo podem ocorrer, Uma delas, descoberta em A. niger é a parameiose 
(30) onde recombinantes podem ser obtidos som isolamento de um diplóide 
cstável (Fig, 3.18). À parameiose já foi descrita em Branveria bassiana e Moterli- 
Sium anisopliae, ambos de valor no controle biológico de insetos (31, 32) e pode. 
Ser explicada como sendo causada por diplóides transitórios, transposons ou 
mesmo por transformação dentro das hifas. 
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2323 - Fuse de ресоре em fungos 


Embora seja um mecanismo parassexuel de obtenção de recombinantes 
laclitamdo heterocariose, que € o primeiro passo da parassexvalidade, a fi- 
são de protoplastos, pela sua importância, vai sor descrita separadamente do. 
с parassenual, Момло em fungos que possuem ciclo sexual ou parassexval 
à heterocariase nem sempre é possível, devido à incompatibilidade de arasto- 
Moses ocasionada pela parede celular. А possibilidade de se produzir células 
inteiramente desprovidas ou apenas com resquícios de parede celular, os 
protoplastos (com total ausência de parede) cu esferoplastos (devido ao seu 
Formato esférico em meio rico em estabilizadores osmóticos, podendo conter 
ou não restos de parede) abriu a possibilidade de se fundir células as mais 
diversas, não só de fungos mas de praticamente quaisquer células vivas. Evi- 
dentemente quanto mais distantes são as células de espécies fusionadas, 
mais dificil fica sun viabilidade e multiplicação. Protoplastos podem ser 
obtidos de diferentes maneiras, mas, de modo geral, o tratamento de um 
fungo cem enzimas que destroem a parede celular é o preferido, Isso é feito 
em meio com alta concentração de siis ou agucares (estabilizadores osméti- 
Sos), para evitar о rompimento das células, Os detalhes de obtenção de proto- 
plastes podem ser encontrados em várias publicações (1, 2, 27, 33, 34 35, 36) 
Obidos os protoplastos, а fusão pode ser feita por adição de agentes fusogê- 
micos ao meio, como o polietileno glicol ou abreviadamente РЕС, ou por cor- 
entes elétricas, por um processo conhecido como eletrofusão (Fig. 3.19) 
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De muitos protopiastos usados, apenas alguns sofrem fusão, É necessário 
emo uma seleção dos produtos de fusao , que € facilitada se forem usadas li- 
nhagens com mutantes apropriados, como auxotrófico», resistentes а drogas 
«to Em geral, heterecários são recuperados em meio mínimo, utilizando-se li- 
ahagenamutantes com deficiências complementares, Desses produtos de fusão, 

iplóido e recombinantes podem ser cbtidos. As barreiras de incompatibilida- 
de, rompidas pelo uso de protoplastos, permitiram que fusões pudessem ser 
reslizadas entro espécies e mesmo géneros distintos de fungos. O primeiro 
exemplo bem documentado foi a fusão do duas ospécios relacionadas, o A. ni- 
duians e о A. rugulosus. Os produtos de fusão permitiram uma comparação en- 
tre mapas genéticos das duas espécie, abrindo possibilidades de se estudar 
similaridades entre fungos, inclusive aspectos taxcnômicos dos mesmos via fu- 
são de prolopiastos. Atualmente, são conhecidos muitos casos de fusões de 
protoplastos em leveduras e fungos flamentosos. Algumas dessas fusões pro- 
duziram recombinantes de grande valor industrial como em Ceplalosporium 
acremontum, produtor do antibiótico cealesporina 35) е em leveduras para fins 
enológicos (37). Os protoplastos sio também fundamentais para que outros 
processos de recombinação possam ser usados em fungos, como a transforma- 
ção e, consequentemente, a Engenharia Genética. Protoplastos de fungos são 
empregados também para separação eletroforética de cromossomos em géis de 
campo pulsado (38, 9). 


3324 — Teaneoemação em logos 

Uma das grandes dificuldades do uso de fungos em Biologia Molecular 
foi a inexistência de um sistema de entrada de DNA nos mesmos via transfor- 
mação, como ocorre em bactérias. A situação começou а ser modificada, quan- 
do células incapazes de utilizar inositol em N. crassa foram capazes de fazê-lo 
ao receber DNA de linhagem selvagem. Essa transformação ocorria em fre- 
qiências muito baixas е оз trensformantes cram instáveis Foi só em 1978 que 


à transformação genética foi obtida com freqüéncias maiores em S. ereviiar 
Um ano mais tardo o mesmo foi conseguido em N. crassa. Hoje o processo está 
bem ostabolacido, não mais utilizando-se um DNA isolado, mas sim plosmi- 
deos carregando genes de fungos. A extração de DNA do células doadoras é o 
primeiro passo na transformação. Esso DNA é colocado em vetores, em geral 
plasmideos, e clonado em células bacterianas, por exemple. O segundo passo 
é a preparação das células receptoras. Elas têm que estar em um estado de 
competência е isso pode ser conseguido com certas substâncias químicas, 
como acetato de litio em leveduras ou então protoplastizando as células em 
fungos filamentosos. Protoplastos em presença de PEG ou por eletroporação 
são muito receptivos ao DNA oxógeno. Finalmente a introdução do DNA exé- 
geno, em geral plasmídeos com genes de fungos em células hospedeiras, pro- 
duz transformação. 


Há três destinos desse DNA que penetra nas células, Ele pode ser inte- 
grado ao cromossomo do fungo em local de homología com o genoma carte- 
ado, ele pode substituir o gene homólogo no fango por permuta cu ele pode 
ser inserido em outro local do genoma do fungo que não a região homóloga а 
ele, Em qualquer dos casos está ocorrendo recombinação. Dessa maneira o 
processo de transformação em fungos é de grande importância para a realiza- 
ção de pesquisas básicas e aplicadas nesse Reino. 


3325 - Aerologia de DNA recombinante em fungos 

A transformação genética elucidada e tornada rotina em fungos, aliada à 
facilidade de produção de protoplastos, tomou possível a aplicação da tecnolo- 
gia do DNA recombinante ros mesmos. Atualmente a clonagem de genes em 
fungos е sua expressão é comumente realizada, ampliando sobremaneira as. 
possibilidades de obtenção de novos produtos importantes do ponto de vista 
biotecnológico, tendo esses microrganismos como hospedeiros, Fungos como 5. 
cerevisiae е А. niger, além do Penicillium, sao usados há muito tempo na produ- 
ção de bebidas, alimentos e fármacos. Isso faz com que seu uso como vetores 
não cause tantos problemas de ordem ética, ambiental e de rejeição como bacié- 
rias, principalmente a E. coll. Detalhes do uso dessa tecnologia podem ser en 
contrados em Azevedo (1, 2, 27), Costa (3), Lewin (40) e no capitulo sobre 
Engenharia Genética nesta mesma publicação. Derivados dos estudos sobre Bi- 
ologia Molecular surgiram também valiosas tecnologias para a separação de 
remossomoo, para estudar variabilidade genética e para mapeamento cromos. 
rico, entre outras. Essas técnicas são conhecidas por siglas como CHEF e 
ОРАСЕ para separação de cromossomos em campo pulsado (38, 39), RFLP, 
PCR e RAPD para mapeamento genético е para amplificação de segmentos de 
DNA e estudos de variabilidade. Elas têm permitido um maior conhecimento. 
dos fungos e de outros microrganismos do ponto de vista da sua Genética Mo- 
lecular, facilitando os processos de melhoramento genético 


3.33 — Recombinação em outros microrgansrros 
Embora não tão importantes para estados genéticos ou bioteenclógi 
соз, recombinação também se verifica em virus, algas e protozoários. Resu: 
midamente serão apresentados os principais sistemas de recombinação nos 


333.1 - Recombúação ross 

Os vírus permitiram, em vários casos, a elucidação de importantes as- 
péctos genéticos, como a decifração do código genético ou estimativas das di- 
mensões dos genes. Os virus mais empregados são os bacteriófagos. Como jû 
visto, eles têm um papel primordial em um dos processos бе recombinação 
bacteriana, а transducio. Entretanto os bacteriólagos por si só apresentam um 


p: 


Sistema de recombinação. O processo ê simples, Infectando-se uma célula bac- 
teriana com duas ou mais linhagens mutantes de fagos, ocorre sintese de 
DINA no interior das bactérias, que depois de algum tempo sofrem lise e libe- 
ram partículas de fagos. Denire essas partículas, além dos tipos parentais, 
aparecem recombinantes. Um dos primeiros exemplos de recombinação em 
Карот foi descoberto por Hershey e Rotman em 1949 (11) Eles infectaram duas. 
linhagens, B е B/2 de E. coli com deis tipos de bacteriófagos, o primeiro com 
genótipo here (re tem afinidade e ataca as duas linhagens de É coli e ra dá 
Tise normal Je o segundo com genótipo h-r- (ataca só uma das linhagens e lem. 
placa de lise rápida e portanto maior que o selvagem r+). Apareceram entre as 
particulas vitais que resultaram das células lisadas os dois tipos parentais, 
além de dois outros tipos, os recombinantes Her- е ir» (Fig, 320). Experi- 
mentos infectando-se bactérias com três tipos de fagos mostraram que re- 
combinantes entre os três tipos podem ser recuperados. Suas freqüóncias 
São compatíveis com permuta ou “crossing-over” entre eles, sempre dois à 
doisem vários ciclos ou turnos de recombinação. 
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Os tacteriofagos e outros virus são também de valor na tecnologia do 
DNA recombinante, como vetores de genes e como modelos para diferentes 
experimentos genéticos. Também sua importância aplicada vem sendo cada 
Vez mais acentuada nas áres do saúdo o controle biológico de insetos pragas 
da agricultura como do caso dos baculovirus que são patógenos de imporán 
<a para pragas como a Lagarta da soja (2.34, 12) 


33.32 - Recombinação em protozoários 

Foi principalmente após a descoberta de tipos de reação sexual em pr 
tozoários que sua genética. começou а adquirir certa importância. No enta 
to. o volume de trabalhos genéticos com eles é muito menor do que € 
bactérias e fungos. Alguns são razoavelmente bem estudados, principalmen 
entre osciliados, como especies dos gêneros Paramecium е Tetralumena, No e 
tanto, a não formação de colênias em meio sólido, a complexidade dos mei 
de cultivo e consegiientemente a dificuldade do isolamento de mutantes, lim 
ta muito o uso de protozoários em Genética Nos protozoários ciliados | 
dois tipos de núcleos, os macronácleos e os micronúcleos. Na reprodus: 
assexuada há simplesmente um estrangulamento da célula. resultane 
duas células filhas. Na reprodução sexuada, exemplificando para a espéc 
Tetrahymena pyriformis, duas células de tipos de reação sexual opostos * 
conjugam pelo citóstoma, ocorre meiose nos micronicleos, com a formaçã 
de quatro deles em cada célula, dos quais trés degeneram. O que restou $i 
fre mitose e dá dois micronúcleos, um dos quais migra para а outra célula 
se funde com o que lá permaneceu, resultando assim novamente micront 
cleos diploides. O micronucleo dipióide de cada célula sofre duas mitose. 
dá quatro micronticleos diplóides, dois dos quais vão dar macronúcleos ( 
que estava na celula degenera). No final resultam células com um microni 
cleo e um macronucleo caca (Fig. 3.21) 


O ciclo vital de Paramecium como o P. aurelia é semelhante Nessa espi 
cie ocorre um outro tipo de recombinação, chamado de autogamia, que er 
volve apenas uma célula. Há uma desorganização do macronúcieo, divisa. 
melótica e depois mitótica do micronácleo, resultando vito deles dos quai 
sobra apenas um que se divide. Os dois micronúcleos resultantes fundem-se 
dando novamente um micronacieo diplóide e, nesse caso, homozigoto, Res 
litui-se assim um só tipo de reação sexual, pois os protozoários que sten 
de uma reprodução normal por conjugação são heterozigotos para o gem 
de reação sexual e não podem mais se conjugar. A autogamia restabelea 
dessa maneira homozigose para o gene de reação sexual, permitindo con 
que a célula do protozoário possa se conjugar com célula de tipo de reação se 
xual oposta. 


Os protozoários são muito apropriados para estudos genéticos de he 
tanga extracromossômica, diferenciação celular, genetica do comportamente 
ete. Uma conjugação em protozoários envolve transferencia de um nüclec 
para um citoplasma inteiramente novo para ele e altamente diferenciado. C 
macronúclco parece conter muitas séries cromossômicas que se organizam 
em grupos diplóides. Um gene mutante que é carregado de um protozoário 
para outro, raramente se manifesta imediatamente, pois no citoplasma jé 
existe grande quantidade do produto do gene anteriormente presente. 50 
mente após várias divisões celulares é que a caracteristica genética se mani 
festa (Fig 322) 
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3333 - Recombiação em algas 

А exemplo dos protozoários, pesquisas genéticas em algas sio também 
muito menos numerosas que em bactérias е fungos. Os principais exemplos 
Че estudos genéticos estão dentro do grupo das algas verdes ou Лотоса, 
Sendo à espécie Chlamplomoras reinhardí a mais utilizada. Ela apresenta um 
Sistema de recombinação, а conjugação, onde dois tipos de reação sexual de- 
Sgrados de mt» е mt são conhecidos. Quando duas células de tipos sexuais 
opostos se encontram, pode resultar fusão celular ou singamia, produzindo-se 
um zigoto diplóide, O núcleo diplóide do mesmo sofre meiose, dando quatro 
células haplóides, duas com um tipo de reação sexual e duns com o tipo opos- 
lo. A Hg. 3.23 apresenta os passos da conjugação nessa alga. Assim como há 
segregação de 11 para о gene do tipo de reação sexual, outros genos cromos- 
Somicos de algas também apresentam o mesmo tipo de segregação. Em 
Chlamydomonas podem ser usados meios definidos. ou seja. de composição 
Simples. Mutantes ausoteáficos, morfológicos e para resistência a drogas sio 
empregados, o que facilita a análise genética 
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“A Genética de algas verdes é rica em exemplos de herança citoplasmáti- 
са. Algumas dessas algas têm apenas um cloroplasto que contém DNA. 
Assim, existem genes nucleares е extranucleares ou extractomossómicos que 
podem ser estudados separadamente. Genes para resistência а antibióticos e 
para fotossíntese estão localizados, em algas verdes, no DNA dos cloroplas 
tos, Isso torna as algas um atrativo material de estudo de genes localizados 
em DNA do cloroplasto. 


3.4 - Herança extracromossômica em microrganismos 

Já foram citados várias vezes neste capítulo que elementos extracromos- 
sômicos e portanto, casos de herança extracromossômica, são detectados em. 
microrganismos. Em algas e protozoários ов casos são muito frequentes, tor- 
nando-os um material apropriado para esse tipo de estudo. Mas é novamente 
em bactérias e fungos que casos de herança extracromossômica adquirem. 
uma importância toda especial, Alguns deles vão ser citados a seguir. 


34.1 — Plasmídeos bacterianos 

Bactérias podem conter elementos extracromossômicos, designados de 
plasmídeos, Estes possuem capacidade de se dividir independentemente do 
cromossomo bacteriano e sio constituídos por DNA. Embora bem menores 
que os cromossomos e não sendo essenciais para a sobrevivência das bactérias. 
que os albergam, pelo menos em certos meios de cultura, os plasmídeos carre- 
gam genes que conferem diferentes características genéticas aos seus hospe- 
deiros. Essas. características não estão ligadas ao cromossomo bacteriano, а 
não ser quando o plasmídeo se incorpora ao mesmo, o que pode ocorrer com 
algurs deles, Esse é o caso do plasmídeo F já mencionado (ver item sobre 
conjugação bacteriana] e mesmo o bacteriófago A envolvido na transdução es- 
pecifica e que também pode ser considerado um plasmídeo. Plasmídeos que 
podem existir no estado autónomo ou integrado го cromossomo são chama- 
dos de epissomos e esses estados são reversíveis, como ocorre com o plosmi- 
deo Fe no fago 3. Alguns dos principais plasmídeos bacterianos além do F e. 
serão descritos a seguir 


2414 - Pianos 

Plasmídeos R carregam genes que conferem resistência a diversos tipos 
de inibidores, como antibióticos, quimioterápicos, sais de metais pesados el. 
Eles foram pda primeira vez estudados no Japão, quando constatou-se trans- 
ferència de resistência múltipla a drogas entre bactérias encontradas em pa- 
cientes com desintria bacteriana, Depois disso, muitos outros casos foram 
descritos em várias partes do mundo, conferindo a esses plasmídeos grande. 
importância do porto de vita médico (14) 

О» plasmídeos R, à semelhança dos F, podem em sua grande maioria 
ser transferidos de uma célula para outra, pois têm genes que carregam in- 
formações para essa transferência. Porém, além disso, carregam genes que 
condicionam resistência a vários antibióticos, como penicilinas, tetraciclina, 
cloranfenicol, e outros, para quimioterápicos como as sulfas ¢ para sais de 
metais pesados como o mercúrio, por exemplo. O mecanismo de resistência 
condicionado por esses genes é dilerente do da resistência cromossômica 
Em geral o5 genes para resistência, localizados em plasmideos, carregam in- 
formações para produção de enzimas que inativam o antibiótico, ou não per- 
mitem a sua entrada ras células, Essas células tornam-se, então, resistentes a 
Vários agentes de uma so vez, causando graves problemas na terapia de ger- 
mes patogênicos, Por outro ado, esses plasiideos tm sido usado» como ve 
tores de genes na tecnología do DNA recombinante. Também plasmídeos 
que carregam resistência a metais pesados, fungicidas е outros agroquimi- 
Че, tem sido relatados como de potencial importância para despoluição de 
Ambientes com cases componentes, uma vez que conseguem degradá los 


34.12 - Plasmideos cocinogênicos 

Descritos pela primeira vez em E. coli, de onde provém seu nome, esses 
plasmídeos carregam genes para produção de colicinas. Estes são substâncias. 
antimicrobianas de curto espectro que conseguem matar linhagens de bactérias 
da mesma espécie ou de espécies muito relacionadas. Após sua descoberta em 
E cal elas foram também constatadas em multas outras bacterias, donde es 
ses plasmideos receberem uma designação mais geral, de bacteriocinogênicos 
© оз agentes antibacterianos, de bacteriocinas. Como no caso dos plasmídeos 
R os plasmídeos produtores de bactoriocinas sio usados como vetores em 
Engenharia Genótica. 


34.13 — Pasmideos de Stmhyococers 

Esse gênero bacteriano é rico em plasmídeos, alguns de grande impor- 
tincia médica, como os plasmídios produtores de penicilinase, enzima que 
inativa a penicilina, tornando a bactéria que o possui resistente а esse antibió- 
tico. Sabe-se que esses plasmídios podem carregar também outros genes que 
conferem resistência a arsenato, arsenito, mercurio, cobre, zinco, neomicina, 
eritromicina, ete, Varias cópias desses plasmídios podem existir em uma mes 
ma célula. Como cs plasmídios К, eles também causam problemas, pois bacté 
Tias resistentes são hequentemente encontradas e sobrevivem ao tratamento 
com os mais diversos antimicrobianos, 


34,14 - Ourostipos de pasmídeos 

Muitos outros tipos de plasmídeos já foram descritos, como os que con- 
ferem competência à transformação em algumas bactérias, os que dao caracte- 
rísticas de produção de ácido sulfidrico e os relacionados à patogenicidade. 
Podem ser encontradas revisões sobre outros tipos de plasmídeos, além dos 
plasmídeos já mencionados (21, H). São descritos inclusive plasmideos cripti- 
Cos, detectados, por exemplo, por processos eletroferéticos, mas que não pro- 
илет aparentemente qualquer diferença fenotípica nas células que оз con- 
чаш. Não só em bactérias mas em outros seres vivos elos foram detectados: O 
plasmídeo 24 de leveduras é um exemplo. Também o DNA mitocondrial bem. 
Como v cloroplastidico, podem ser considerados plasmídees, 


A importância dos plasmídeos é inquestionável para a sobrevivência e 
evolução de uma espécie, principalmente aquelas que ss baseiam em um gran- 
Je número de indivíduos para resistir a modificações do meio ambiente. É o 
caso, por exemplo, das bactérias onde à alta variabilidade existente permite 
quo elas sobrevivam 10s mais diversos agentes inibidores, Sendo extracromas- 
Sômica, essa variabilidade não substitui, apenas adiciona novas propriedades 
às células, permitindo sua adaptação a ambientes adversos. Melhor ainda, po- 
dendo ser perdidos facilmente e também recuperados por recombinação, esses 
elementos extracromossómicos fornecem uma capacidade de rápidas modifica- 
oes nas populações das espécie que os possuem. 


с] nde 


342 - Herança extracromossômica em fungos. 

O reino dos fungos também é rico em exemplos de herança extracromos 
sômica си extranuclear, no caso, pois esses são microrganismos eucaríóticos, 
dotados de núcleo tipico. Um exemplo em fungos filamentosos e outro em le- 
Veduras vão ser descritos a seguir. Mais exemplos podem ser encontrados em 
várias revisões, livros e trabalhos a respeito da herança extranuclear em fun- 
gos (1, 10,45, 46,47). 


3421 - Colin po em Neuenpore cressa 

Mutantes “poky” possuem um crescimento seduzido quando comparado 
com linhagem selvagem ou normal. Esse tipo de mutante € herdado sempre 
que a linhagem mutante ¢ usada como "nie", мое, fornecedora de споран 
e núcleo, co contrário de linhagem “pei”, que só fornece o núcleo para es des 
cendentes. Uma linhagem que em um cruzamento fornece só o conídeo é uma 
linhegem que funciona como “pal”, enquanto que a outra que entia com hifas 
para produção dos descendentes é a linhagem “mãe”. A Fig. 324 apresenta cru 
Zamentos entre N. crassa selvagem e "poky", evidenciando herança ctoplaamd. 
tica. Nesse caso a organela extaeromessômica que entra com o material 
“genético para dor о caráter normal ou mutante é mitocêndrio. A linhagem uso 
da como “mãe” é s que fomece a grande quantidade de citoplasma, incluindo 
os mitocóndeios, que vão ser incorporados aos descendentes, É la portante 
que direciona as caracteristicas dos mesmos, om um caso de herança extracro 
moscômica mitocondrial 


3422 - Colônias "Petite" de leveduras 

Em culturas da lovodura Sarcharomyees cererisiae a semeadura de cólulas 
ет meio sólido produz uma certa fregúiéncia de colônias de tamanho peque- 
no, chamadas de “petite ^, As células de colônias “petite” têm incapacidade 
Че utilizar oxigénio, por falta ou alteração de enzimas respiratórias, possuin- 
do um metabolismo anaeróbico. Algumas colônias “petite” dão segregação 
mendeliana normal, isto é, cruzamentos de células normais com “petite” pro- 
duzem por meiose quatro esporos sexuais, sendo dois de fenótipo normal e 
dois “petites” ("petites" segregacionais). Entretanto, ra maioria dos casos а 
segregação de um cruzamento normal x "petite" produz os quatro descenden- 
tes normais (“petites” neutros) ou quantidades variáveis rào mendeliaras, 
chegando a quatro "petites" e nenhum normal |“ petites" supressivos), Os mu- 
tantes segtegacionats têm a mutação localizada no cromossomo e portanto 
não constituem casos de herança extracromossômica. Os reutros tem falta to- 
tal de DNA mitocondrial e assim cruzados com células normais tem suas mi- 
tocóndrias normais restabelecidas. Os supressivos perderam em diferentes 
graus parte de seu DNA mitocondrial, 


3.43 — Critérios para se estabelecer casos de herança 
estrecromostâmica 


O geneticista, microbiologista e todos os que trabalham com microrga- 
nismos devem estar sempre atentos para distinguir entre caracteristicas genéti 
саз e aquelas que são condicionadas apenas por vanagdes do ambiente. Também. 
levem estar atentos pora saber se as características genéticas são regidas por ge- 
nes cromossômicas ou extractomessómicos, isto porque s primeiras são muito. 
mais estáveis que as extracromossômicas. Embora alla instabilidade em linha- 
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gens micreblanas possa ocorrer devido a fatores nucleares, como aberrações 
 omoscómicas, transposições е outras causas (48, 49, 50), ac modificação ga- 
néticas extracromossómicas, de modo geral produzem maior instabilidade, o 
que se constitui um problema em linhagens industriais. Assim, os critérios 
para distinção entre herança extracromossómica е cromossómica tornam-se 
de real valor, Os principais critérios para distinguir os deis tipos de herança 
São: а) Cruzamentos recíprocos — se uma linhagem mutante é usada como 
materna e a normal como paterna e vice-versa e, sempre o caráter da linhagem 
materna é o único à Ser transmitido para a descendência há fortes indícios de 
herança exiracromossémica, b) Segregações nao mendeianas — se em cruza- 
mentos entre eucariotos via meiose, as segregações mendelienas do tipo 50% 
cam gene normal, 20% com gene mutante não forem obtidas, podo-ce suspei- 
tar de herança extrecromossómica, c) Teste de hetorocário — é muito usado 
em fungos flamentosos. Nesse teste duas linhagens, uma selvagem e outra 
mutante slo combinadas em um heterocário e оз conídios desse heterocário 
“São analisados. À grande maioria deles deve ser novamente cos tipos que for- 
marem o heterocário, Caso contrário deve ter havido alguma influência cito- 
plasmática sugerindo herança não nuclear da característica mutante. d) 
Саа que se multiplicam por fissão binária ou mitoses e ainda assim segre- 
gam, produzindo colônias com setores, Embora isso possa ser devido a muta- 
Goes, freqüentes, em multos casos herança extraccomossômica pode estar 
envolvida, e) Indução especifica — se um Composto químico produz alta fre- 
quência de um tipo de mutante, em gerel herança extracromoscômica é a res- 
Ponsável por isto, Exemplo típico é o caso de indução de mutantes “petite” 
Cm leveduras com aeridinas. Esso corante pode chegar a produzir 100% de co- 
lônias mutantes com fenótipo “petite”, após o tratamento de células normais 
de leveduras. D Modificações visíveis em organelas do citoplasma ao micros- 
cópio eletrônico. Nesse caso não só pode ser caracterizada a modificação ex- 
incromossómici, como inclusive ela pode ser relacionada com organelas 
citoplasmáticas como mitacóndrios e cloroplastos 


35 - Considerações finais 

A genética microbiana, embora de introdução relativamente recente 
quando comparada com à genética de plantas е animais superiores, possivel- 
ente já forneceu mais dados para uma maior compreensão da ciência de he- 
Teitariadade e biologia molecular do que a contribuição fomecida por todos 
© outros seres vivos que não os microrganismos: Isso, como cado, foi devi- 
Чо a propiedades que os tornem muito favoráveis pata serem usados em єз 
tudos genéticos. Soma-se а emas caracteristicas a facilidade de obtenção dos 
Tais diverso ро» de mutante ca descoberta dos diferentes sistemas de re 
Стадо como eo desertos nest capitulo em fungos, bactérias, algas, pro- 
tezasriose virus. Além do mais, а Genética microbiana adquiriu também maior 
importância após a introdução das técnicas de Engenharia Genética que, em 


grande parte, utilizam microrganismos como hospedeiros de genes ou DNAs de 
microrganismos сото vetores para transferência de genes de uma espécie рага 
outra. Finalmente, а Introdução cada vez mais frequente de espécies microbia- 
nas em processos biotecnológicos tornam o estudo da Genetica de Microrganis- 
mos fundamental para que possem ser realizados programas de melhoramento 
genético cada vez mais eficazes nessas espécies. 


Referências bibliográficas 

(1 AZEVEDO, |L. Genética de microrganismos. Coni, Ed. Universidad 

(г! AZEVEDO, J-L. (Соога. Genética de microrganismos em biotecnologia ¢ enge 
пзп» gendi Piracicaba, Ed. FEALG 1985, 

(GI COSTA, SOP. (Coord). Genética molecular e de microrganismos, São Paulo, Ma 
nele, 1987. 

(4) HENRIQUES, ТАР: QUEROL. С.В. Bases moleculares de mutação. In: COSTA. 
SO (Coord). Genética molecular e de microrganismos, So Pao, Manole, 1967 p 117.134 

(5) DEMEREC, М: ADELBERG, E^; HARTMAN, P.H. A proposal for a uniform no- 
menciature in bacterial geneties- Genetics, p 61-76, 196 

(6) LEDERBERG, J. LEDERBERG, EM. Replica plating and indirect selection of bacteri 
alimutano. Journal of aterilogy vé, p36, 1892. 

()SILVEIRA, V.D; AZEVEDO, JL Derivation of auxotrophic matants from Metri 
пит anisopiaeby the filtration technique. Revista Brasileira de Cond 

(к) AZEVEDO, J1.. Price de gendico microbiana e me 
tos, Piracicaba, Publ. Institute de Genética, 1977. il, 

(9) AZEVEDO, LL: COSTA, SOP. Exercicios práticos de genética So Paulo, Cia Ed 
Nacional 193 

(10 BAINBRIDGE, BW. Genetics of microbes: Glasgow, Blacki, 1980 

(1) BURNETT, |.H. Mycogeneties. Londres, John Wiley & Sons, 1975. 

(12) ENCHAM, RS; DAY, P.R; RADFORD, A. Fungal geneties. Oxford, Blackwell, 


Federal de 


(13 STRICKBERGER, W.W. Genetics. Nova York, MacMillan, 1983. 

(18 AZEVEDO, J.L. Genética de microrganismos. In: BEÇAK, W. FROTA-PESSOA, O, 
(Coords) Genética médica. Sto Paulo, Soler, 1573. PAGO 

аЗ LURIA, E; DELBRUCK, EM. Mutation of bacteria from virus sensitivity to virus 
resistance. Geneties. V28 p401 S11, 196% 


196. 


(17 AVERY, ОЛ; MAC LEOD; CM; N£CARTY, М. Studies on the chemical nature of 
the substance inducing transformation of Pheumococeal types. Journal Experimental Medic 
p 

аз LEDERBERG, J. & TATUM, EL Genet recombination in Eseherichia сой Nature, 
Londres AS p558, 1% 

(19 ZINDER NID; LEDERBERG, J. Certi exchange in Salvo Journal of Bacteri- 
ology, vit, 678-659, 1952 


(Q0) HAYES, W The mechanism of genetic recombination in Радев ecli- Cold 
spring Haebor Symposia Quantitatire Biology v.18. p.583 199, 

an SOUZA, EC. Piasmidis bacterianos In: COSTA, S.P. (Coord). Genética mole- 
estare de mirorganismos São Paulo, Manele, 1987. p275 28 

2) JACOB, F MONOD, | Genel regulatory mechanisms in the synthesis of protein 
Journal el Molecular Biology, ©З, p 315356, 1961 

2) GRIFFITH, F. The significance of pneumococcal types. Joumal of Hygiene, + 27, 
ризї 1928. 

(1) NORSE, ML; LEDERBERG, EM; LEDERBERG, | Transduction in Eni ei 
k12. Genetics ri, pia t 1656 

0) MCCLINTOCK, B. The origin and behaviour of mutable lod in maize. Procedings 
Nations Academy al Science, Washington 1-3, p 34455, 1950 

(0%) AZEVEDO, LL; ROPER, J.A. Mitotic nonconfornity in Aeris nuns Suc 
cessive and arpa gene changes Genetica Research, Cambridge, v.11, P799,197. 

(27) AZEVEDO JL Novos sistemas de recombinação em microrganismos- О Biologico, 
уз, Пл. 

29) NEWTON, SMC. Elementos genétcos móveis em procritos In COSTA, SOP- 
коочу) бепейса Макем e de Micorgeniomes Sa Paio. Manole, 197.9 291-305. 

(9) TONTECORVO, ©, ROPER A. Conde analysis without sexual reproduction by 
means palpitar m dorsa nidulans Journal of General Microbiology, v, pA, 1952 

0) BONATELU Je, Rs AZEVEDO JL: VALENT, С. U Parasexunlity in a tri add 
комда атап ol Ха пет Revista Brasileira de Genética, >, p 37-403, 1155. 

GI) BAGALHI E; VALADARES, CC; AZEVEDO, LL. Parameiosis in the entomo- 


pathogene fangas Mela ansopis Revista Brasileira de Genética, V-14, p36127 


O2) FACCOLNMEIRELLES, LD. & AZEVEDO, JL. Pascoa in Bra bassiana: 
Journal Invertebrate Patholagy. s p.172-175, 1991 

оз) AZEVEDO, JI. Recombinação em fungos flamentose, In; COSTA, SOL (Co 
ord.) mica molecular e de microrganismos. So Paulo, Manole 1987 33-47 

(68) AZEVEDO, JL. Técnicas utilizadas nos processos biotecnoligieos envolvendo fun- 
к=. и CONGRESSO SSP, 9. Ши Soltera, 199. Anais, зенде Dri de Boca, 
pira, 

09) BALL, С. Protoplast fusion comer 
tea а DJ. Weder (dt) Biesctve Micra 
Fres, 1983. 19-3. 

(O6) PEDERDY. LE FERENCZY, L. (Eds) Fungal protoplasts. Nova York Marcel Dek- 
ber, 1985. 

G7) CARRAU, JL; AZEVEDO, J.L; SUDBERY, P; CAMPBELL, D. Method for reco: 

A Sana {алй онсе conse and Set 
eia de Condita v.5, p 22120, 182 
OS) PIZZIRANI-KLENER, А A: AZEVEDO, LL. Técnicas eletroforéicas para separa 
¿ode sromossomos de microrganismos. Piracicaba, FEALO, 1959 

9) AZEVEDO, JL; PIZZIRANI-KLEINER, A-A Melhoramento de fungos de impor- 
алаа ба акыш In MELO, LS; VALADARESINGLIS, NC; NASS, LL, VALOIS: 
RIT. AE euros genéticos e melhoramento: microrganismos. Joguarióna, Ed. 
EMBRAPA, p.225 355, эю? 

AO) LENWIN, В Genes УП. Porto Alegre. Artmed Ed, 201 


important microorganisms. In LS, Nis- 
Product val 2, Nova York, Academic 


я 


(41) HERSHEY, А.Р; ROTMAN, R. Genetic secombinaion between host range and ple 
que ype mutans oi bacteriophage in single acera seis Genetic», УЭ A1, ID 

(42) AZEVEDO, 11. Engenharia. no controle biológico de ines In: ALVES, 
5. (Coord) Controle microbiano de insetos. У 

(49 AZEVEDO. J.L: FUNGARD, M HP: VIEIRA. MLC. Transgênicos ө evolução diri- 
gida História, conca saúde Mangainhos V7, p 451-464, 2000. 

(4) PERUIN, MH. Plasmids other than F. In: STREIPS, YX АВГ 
dern microbial gentis Nova York, Wiley Lis, BO p 123155 

(45) JINKS, JL. Extrachromosomal inheritance. New Jersey, Prentice Hal, 1964 

(46) ROSATO, YB; AZEVEDO, LL A compact variant of cytoplasmatic origin in Asper- 
Silas vds Tramasliona ol the British Mycelogical Society, 173 p 13305 1550, 

(47) ROSATO, VB; AZEVEDO, J.L. Miti instability of a compact mutant of Aspergi 
Hu nidulans. Revista Brasileira de Genética, M p 425-433, 1987. * 

(49) AZEVEDO. 11. Alord incas deo v get changes in э ы 
“genes тш. Genetical Research, Cambridge, v 26, p. 55-61, 1975 

(9) BALL, C. AZEVEDO, JL. Gee insubilty im purmewal fungi Ire 
MACDONALD, ACD. (E) Second International Symposium of Genetic of Industria! Micro. 
organism, Nova York, Academie Press, 1976 p243391 

(60) NEWMEYER, D; TAYLOR, CW. A pericentrlc inversion in Neurospora with to 
ble duplication progeny. Genelie v Só p 771.701, 1067 i 


RE (Eds) Mo. 


ELEMENTOS 
DE ENGENHARIA 
GENÉTICA 


Ana Clara G. Schenberg 


4.1 — Introdução 

O surgimento da Engenharia Genética, na década de 70, foi uma de- 
corréncia natural da grande quantidade de conhecimentos que vinham se 
acumulando na área de Biologia Molecular, envolvendo principalmente as 
bactérias e seus vírus. Entretanto, em contraste com os demais progressos 
verificados nesta área, o advento da Engenharia Genética teve um impacto 
formidável sobre a Biotecnologia, Hoje, o homem pode intervir diretamen. 
te sobre os comandos da vida: é possível programar geneticamente os orga. 
nismos vivos, não apenas para « superprodução de algum metabolito, mas, 
ainda, de substâncias que só são normalmente produzidas por outros organis- 
mos. Pela facilidade de manipulação que proporcionam, o» microrganismos 
foram os primeiros a serem empregados como hospedciros da informação 
genética hoteróloga. Em princípio, qualquer proteína pode assim vir a ser 
produzida em fermentagóos industriais, desde que o gene que a codifica seja. 
emertado num microrganismo (ou, em outras palavras, clonado) e passe a. 
ser por ele expressado, De crucial importância é a possibilidade que a nova 
tecnologia trouxe de amplificar sequências individuais de DNA: a clonagem 
de um dado fragmento de DNA permite que, partindo-se de apenas uma mo- 
Меша, sejam produzidas quantidades ilimitadas desta mesma molécula. De- 
pois que um fragmento de DNA tiver sido assim isolado e amplificado, as 
suas propriedades podem ser caracterizadas е a sua sequência de nucleotide- 
os determinada com precisão, o que proporcionou um progresso vertiginoso 
do conhecimento básico. Por outro lado, a relevância biotecnológica decorre 
do fato de que а síntese de proteínas estrangeiras pelos microrganismos leva a 
uma importante redução dos custos de produção. Para citar apenas um exem- 


lo, para produzir, pelas vias tradicionais, 5 mg de somatostatina, um hormo- 
io de vertebrados, são necessários 500.000 cérebros de carneiro. Quando se 
consegui, por meio da Engenharia Genética, enxertar o gene da somatostati. 
ha na boctétia Escherichia coli, о mesmo rendimento foi alcançado com apenas 
75 kg de bactérias, o que se obtém de maneira rápida e pouco dispendiosa 
Chama-se de Engenharia Genética ao conjunto de técnicas que tornam 
possível a criação de novas combinações génica, inexistentes na natureza. A 
recombinação genético consiste na formação de novas combinações estáveis 
de genes, provenientes de diferentes organismos, podendo, em conseqüóncia, 
surgir novos fenótipos. Entretanto, na natureza, a recombinação genética so 
mente ocorre entre organismos de uma mesma espécie ou de espécies muito 
proximamente relacionadas. A Engenharia Genética, também conhecida sob o. 
nome de Tecnologia do DNA Recombinante, permite que contrariemos a na- 
tureza no que se refere à recombinação genética. Tornou-se possível construir 
novas espécies de material genético, através da recombinação realizada атн! 
cialmente no laboratório entre moléculas de DNA isoladas de organismos nao 
relacionados. Hoje em dia, as possibilidades de manipulação do material ge- 
ético em tubo de ensaio ( vitro) são praticamente ilimitadas: costuma-se di- 
Zer que a única limitação reside na capacidade imaginativa do pesquisador 


Еп 1972, numa experiência que viria a revolucionar toda a pesquisa bio- 
logica e criar perspectivas inedita» para a Biotecnologia, PAUL BERG e seus co- 
laboradores" demonstraram que era possível cortar ir cire moléculas de 
DNA de diferentes origens e ligar оз fragmentos resultantes entre eles, obten- 
Чо азәйт moléculas híbridas de DNA, inexistentes na natureza. Essa expo 
Ча pioneira foi realizada por intormódia de diversas manipulações genéticas. 
© bioquímicas, que se tornaram viáveis graças à uma série de descobertas, que 
ocorreram em rápida sucessão nos 5 anos que antecederam a experiência de 
Paul Berg. Entretanto, não faria sentido guardaro novo DNA no tubo de ensa- 
io. Na verdade, a Engenharia Genética pressupõe uma segunda etapa, à vivo, 
que consiste na introdução do material gerético construído artificialmente 
(DNA recombinante) numa célula viva, onde ele possa se manifestar. Essa eta- 
pa de transformação genética é mais delicada, não sendo poucos cs problemas. 
que о DNA montado ir viro terá que enfrentar no interior da célula viva. Para 

sente um significado biológico, é necessário que o DNA re- 
te seja não apenas mantido ao longo das divisões celulares da cé 
lula originalmente transformada, mas, ainda, transcrito o traduzido na 
proteina que codifica e, em muitos casos, o produto do gene estrangeiro 
deverá ainda sofrer passos adicionais de processamento pós-traducianal 
na célula hospedeira. 


do na 


Como csquomati 41, são essencialmente necessários quatro 
passos para uma experiência desse tipo: 

1) Um método para clivar e voliara ligar in vitro diferentes moléculas de 
DINA, originando a molécula de DNA recombinante; 


кз» 5 


2) Um elemento transportador de genes, o vetor genético, que, «o sor 
ultiplicado pela cdluls hospedeira, possibilitará que o gone estrangeiro que 
ransporta também o sej 


3) Um meio de introduzir o vetor numa célula viva, capaz de multipli 
to; 


4) Uma maneira de selecionar, dentro wma grande população de células, 
apenas aquelas que tiverem efetivamente incorporado o DNA recombinante. 
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42 - Enzimas de restrição: as tesouras moleculares 
que cortam a molécula de DNA em pontos específicos 


A construção do DNA recombinante requer que seja possível cortar as 
moléculas de DNA de modo preciso е reprodutível. Alim de ser necessário 
cortar o vetor num único ponto específico, onde será inserido o DNA estran- 
giro, é imprescindivol que todas as moléculas do vetor sejam cortadas exata- 
mente na mesma posição. Conseqientemente, não se pode realizar esse tipo. 
de construção através da elivagem aleatória do DNA do vetor Na vordado, a 
Engenharia Genética só se tornou possível após a descoberta de uma classe es- 
pecial de enzimas, as endonucleases de restrição, que rendeu o Prêmio Nobel 
a W. Arber, H Smith e D. Nathans em 1975. 

A observação inicial do fenômeno de restrição tinha sido feita cerca de 
30 anos antes por ШОНА e HUMAN”, que haviam descrito a capacidade que 
algumas cepas da bactéria E. coli apresentam de se proteger da infecção por 
bocteriófogos, ou, nas palavras desses autores, de restringir o crescimento do 
bacteriófago. Hoje se sabe que tal mecanismo de defesa consiste na produção 
pela bactéria de uma enzima capaz de degradar o DNA viral invasor. O 
DNA próprio da bactéria fica protegido do ataque pela enzima de restrição 
porque, ao mesmo tempo em que produz a enzima de restrição, a bactéria 
também produz uma enzima de modificação, pela ação da qual sio acrescon- 
tados grupos metila a algumas das bases que compõem a sequéncia de DNA 
que é reconhecida pola enzima de restrição em questão. Uma vez metilada, 
esta sequência deixa do sor reconhecida pela ensima de restrição. Assim, 
para uma determinada enzima de restrição, existe uma enzima do modifica: 
ção correspondente e fala-se em sistemas de restrição-modificação. 


As endonucleases de restrição são sintetizadas por muitas, senão to- 
das, as espécies de bactérias, sendo comum uma mesma espécie bacteriana 
produzir mais de uma encima de restrição, mas tais enzimas nunca foram 
mos eucarióticos. Essa classe de enzimas compreen- 

imas de 


encontradas em organ 
de trés tipos, que diferem quanto à genética e enzimologia. As em 
restrição de Tipo Le Tipo Ш têm um modo de ação mais complexo е não são 
de utilidade em Engenharia Genética. Em contrapartida, sem as enzimas de 
restrição de Tipo Il, não teria sido possível a Engenharia Genética. Assim, 
daqui por diante, quando falarmos em enzimas de restrição, estaremos nos 
referindo àquelas de Tipo. 


As enzimas de restrição são endodesoxiribonucleases, ou endonuclea- 
ses, que reconhecem sequências específicas de nucleotides na molécula de 
DINA e cortam as duas cadeias de DNA num ponto dentro desta sequência. 
Uma determinada enzima de restrição irá catalisar à quebra da dupla fita 
apenas quando encontrar aquela зедйёпста particular que reconhece. É essa 


specificidade que faz das enzimas de restrição instrumentos tão importantes 

Engenharia Genética, Assim, por exemplo, a enzima de restrição chamada 
Vl (produzida pela bactéria Proteus vulgaris) corta o DNA somente quando 

contra uma sequência de 6 nucleotídeos CGATCG. Por sua vez, а enzima de 
-<ricto Peul, produzida pela mesma bactéria, só corta o DNA quando en- 
kontrar uma sequência hexanuclectídica CAGCTG. A maioria das enzimas de 
restrição reconhece seqüóncins hexanucleotidicas, mas há também algumas, 
que reconhecem sequências de 4a 12 nucleotídeos 


Admitindo que os 4 diferentes nucleotídeos ocorram com a mesma fre- 
quenc го longo da molécula de DNA, calcula-se que uma dada segúéncia de 
3 pares de bases (ор) ocorra em média a cada 256 bp (025 = 1/256), enquanto 
ата de 6 bp ocorra а cada 4.096 bp da molécula. Entretanto, como à distribui- 
ção de sitios де reconhecimento лао é regular, uma determinada região do 
DINA pode ser cortada mais, ou menos, frequentemente do que а média esta 
“tica. Os diferentes fragmentos originados pela digestão com uma enzima de 
resiricio podem facilmente ser separados uns dos outros, com base no seu ta- 

gel de agarose ou de poliacrilamida. A par- 
ruir o que se chama de mapa de restrição, o 


manho, através de eletroforese e 
tir desses dados, é possível соге 
que envolve a determinação da posição e da orientação de cada fragmento na 
molécula de DNA original. 

As sequéncias de reconhecimento no DNA apresentam uma simetria ro- 
tacional. Em geral, a seqüència de reconhecimento constitui um palindromo, 
isto €, аз 2 fitas têm a mesma següência, se uma é lida da esquerda para a dire- 
йа e a outra, da direita para a esquerda (ou, em termos de DNA, se ambas são 
lidas na direção 5 para 3 ou ambas são lidas na direção 3 para 5). As seqúén- 
cias de reconhecimento de algumas enzimas de restrição estão apresentadas. 
na Tabela 4.1 


A primeira enzima de restrição foi isolada em 1970" e hoje já se co- 
nhecem mais de 2.500, isoladas a partir de uma vasta gama de espécies bac- 
terianas, compreendendo 230 diferentes sequências de reconhecimento, Em 
muitos casos, duas ou mais enzimas de restrição, provenientes de diferen- 
tes bactérias, reconhecem a mesma seqüéncia de DNA: essas enzimas são 
chamadas de isoesquizômeros, Hoje, encontram-se disponíveis comercial- 
mente aproximadamente 170 diferentes enzimas de restrição. 

O resultado do corto pode ser diferente, segundo а enzima de restrição. 
Há enzimas que cortam exatamente no meio da seqiôncia de reconhecimento, 
como é o caso da Poull e da Alul (ver Tab 4. 1) originando o que se chama de. 
extremidade cega ou abrupta nos fragmentos de DNA resultantes da sua 
ação. Por outro lado, um número considerável de enzimas de restrição corta а 
dupla fita de maneira a gerar extremidades corsias nos fragmentos resultantes. 
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ORGANISMO |NOMEDA | SEQUÊNCIA DE | CARACTERISTICAS 
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Isso ocorre porque tais enzimas não cortam as duas fitas da molécula de DNA 
topo a topo, mas cortam de um modo “desencontrada” dentro da seqiiência 
de reconhecimento, o que produz extremidades de corte dotadas de curtas se- 
quôncias da fita simples, complementares entre si, como está mostrado para o 
caso da enzima Fco RI na Fig 42 
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Assim, por menor que seja a semelhança entre as seqiiências de nucleo- 
tídcos de duas moléculas de DNA, a enzima de restrição saberá encontrá-la е 
contará ambas as moléculas neste ponto. Fragmentos originados a partir de 
moléculas de DNA diferentes, porém digeridas pela mesma enzima de res- 
tsição, quando dotados de extremidades cocsivas, irão se associar com gran- 
de facilidade através da complementaricade de segúéncia, como mostrado 
naFig. 41. 

Todas as enzimas de restrição clivam a ligação fosfodiéstor, deixando 
grupos 3º fosfato (5 P) e 3º hidroxila (37 OH) nos fragmentos resultantes, 
que constituem exatamente o substrato da enzima DNA ligase. Assim, ns 
fragmentos geredos por ação de uma enzima do restrição poderão ser facil- 
mente reunidos através de ligação covalente, por adição da DNA ligase, 
que catalisa a formação de novas ligações fosfodióster. Também é possível 
Жагат a ligação entre fragmentos de DNA dotados de extremidades 
abruptas (como, por exemplo aquelas geradas pela digestão com a enzima 
de restrição Poll) empregando:se а DNA ligase produzida por E. coli in- 
fectada pelo bacteriáiago 74. O modo de ação da DNA ligase de E. coli e o 
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da DNA ligase de Ti são muito semelhantes, diferindo entretanto quanto 
ão co-fator requerido: Enquanto а DNA ligase de E coli requer МАР, a de 
TA requer ATP. 

Apesar da facilitação que se obtem para а etapa de ligação, quando se 
utiliza à mesmo enzima de restrição para ambas as espécies de DNA а serem 
recombinadas, surgem também alguns inconvenientes. Como, por exemplo, 
uma extremidade EcoRI vai sor capaz de se emparelhar com qualquer outra 
extremidade EcoRI, no momento em que a enzima DNA ligase for adicionada 
ao sistema, algumas moléculas do vetor irão se recircularizar através da rea- 
ção entre as suas 2 extremidades, sem que tenha ocorrido nenhuma inserção. 
Че DNA estrangeiro. Por outro lado, também irão se formar moléculas hibri- 
das, contendo inserções de vérios fragmentos do DNA estrangeiro religados 
entre eles atraves das suas extremidades EcoRI, Como mostrado na Fig. 4.3, а 
Feclicularizajao do plasmídeo pode ser evitada, se, antes da etapa Ча DNA Ii 
gase, o plasmideo lincarizado for submetido à ação da enzima fosfatase alli 
na, que remove os fosfatos das extremidades 5 da molécula, impedindo em. 
consogiôncia a ação da DNA ligase, cujo substrato é constituido de extremis 
dades Pe ТОН. Assim. quando as 2 espécies de DNA a serem recombinadas 
forem postas em presença uma da outra е da DNA ligase, as extremidades 5'P 
dos fragmentos до DNA estrangeiro serão ligadas às extremidades ЗОН do 
plasmídeo, numa das fitas. Na outra fita, sobrará uma interrupção, porque 
tampouco poderá ocorrer а ligação entre as extremidades 3'0H do DNA es- 
trangeiro com o plasmídeo, mas a célula bacteriana é capaz de reparar tais 
interrupções de fita simples, de modo que, uma vez dentro da célula, o plas- 
mídeo recuperará a sua integridade cunformacional. Outras alternativas. 
existentes para contornar o problema da recircularização do vetor serão ex 
plicadas mais adiante 


43 - Vetores genéticos: as moléculas de DNA que veiculam 
a propagação dos fragmentos de DNA de interesse 


Um vetor genético nada mais é que uma molécula de DNA, que pode 
aceitar introduções de DNA estrangeiro em regiões não essenciais para a sua 
multiplicação dentro da célula hospedeira, Tais moleculas de DNA serão, 
portanto, as transportadoras do DNA heteróloge para o interior da célula 
hospedeira, possibilitando a sua multiplicação, sob o formo de uma molécu 
la hibrida. É desejável que o DNA do vetor possa ser extraído em separado, 
do DNA cromosómico do hospedeiro, para facilitar que so recupero o DNA 
estrangeiro inserido neste velor. Entre as bactérias, são frequentemente епа 
contrados elementos genéticos extracromossômicos, tais como plasmideos 
virus (bacteriófagos). que preenchem esses requisitos, Podemos dizer que 
Engenharia Genética só se tomou realidade porque plesmídeos e vírus ba 
terianos ве mostraram capazes de reprodução após a adição de sequénci 
de DINA estrangeiras ao seu genoma. 
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Para que o DNA recombinante possa perpetuar-se entre os descendentes 
da célula viva que о recebeu inicialmente, ou, em outras palavras, para que o 
DNA recombinante possa ser clonado, ¢ preciso que o sistema enzimático de 
sintese de DINA (processo de replicação do DNA) desta célula reconheça o 
novo DNA. Fara tanto, é necessária a presença, no vetor, de uma sequência 
correspondente a uma origem de replicação compatível com o sistema de sín- 
tese de DNA da célula hospedeira. Plasmídeos e bacteriólagos contém Iais ori 
gens de replicação е apresentam portanto teplicação autónoma, independente 
do cromossomo da célula. Sendo replicados normalmente pela célula hospe- 
deira, haverá cópias de tals replicons em todas as células do clone que esta cé- 
tula irá originar ao fim de sucessivas divisões 


Por outro lado, para que aquelas células que tiverem efetivamente incor- 
porado o novo ОМА possam ser identificadas, о replicon deve conter algum 
gene que confira às células uma nova característica, facilmente detectável 
(marcador genético). Os marcadores genéticos mais frequentemente utiliza 
dos para a manipulação de bactérias são os genes de resistência a drogas. 
Assim, das milhares de bactérias submetidas ao agente infeccioso, poderão 
ser facilmente selecionadas aquelas poucas que tiverem realmente sido infec- 
tadas, através de uma simples semeadura sobre meio contendo a droga em 
questão, à qual as células eram originalmente sensíveis, 


O primeiro vetor a ser utilizado em Engenharia Genética foi o pla: 
mídeo р5С101, um pequeno círculo extracromossómico de DNA de dupla 
fita, natural da bactéria E. coli, portador de um gene que confere resisten- 
cia ао antibiótico tetraciclina, COHEN ef al. " utilizaram esse plasmídeo, 
porque ele continha apenas um sítio de reconhecimento para a enzima de 
restrição EcoRI e, consequentemente, após digestão por esta enzima, é 
convertido numa molécula linear, dotada de extremidades coesivas do 
"ipo EcoRI. Quando essa molécula de DNA linearizada foi posta em pre- 
sença de diferentes fragmentos de DNA de outra procedência, porém tam- 
bém obtidos por digestão pela EcoRI, e esta mistura submetida à ação da, 
DNA ligase, formaram-se diferentes plasmideos híbridos. Cada um des- 
ses continha um ou mais pedaços do DNA estrangeiro inseridos no sítio 
de EcoRI do plasmídeo recirculacizado е se mostraram capazes de trans- 
formar uma linhagem selvagem da bactéria E. coli, sensível ao antibiótico, 
numa linhagem resistente ao antibiótico. 


A partir dos plasmídeos naturais de bactérias, foram a seguir deriva- 
dos novos plasmideos, mais adequados para servir como vetores de clo- 
nagem. O mais conhecido desses plasmíceos artificiais é o pBR322", um. 
Pequeno plasmídeo multicópias, de 4.363bp, construído a partir de frag 
mentos provenientes de vários plasmideos naturais de E. coli (Fig. 44). A 
sua origem de replicação provem do plasmídeo ColEl, cujo número de có- 
pias por célula € normalmente 15, mas que pode ainda ser amplificado até 
3.000 cópias/célula, através da adição de cloranfenicol à cultura. Ocorre” 
que a replicação desse tipo de plasmideo está sob controle dito relaxado, de 
tal modo que, embora a maquinaria de replicação de DNA e de Sintese pr 
téica da célula hospedeira seja inibida pelo cloranfenicol, a replicação di 
plasmídeo ainda continuo por várias horas após a adição da droga. Aln 
За origem de replicação do plasmideo ColE1, o plasmídeo pBR322 contes 
2marcadores de seleção, Amp" e Tet” (genes de resistência à ampicilina e 
traciclina, е apresenta 39 sítios únicos de reconhecimento para diferente 
enzimas de restrição, alguns dos quais situados inclusive dentro dest 
marcadores 


aD 


——— DNA de 
area ro Te heca 


Come se pode observar pela Fig, 44, se utilizarmos o sítio PstI para a in 
sergio do DNA estrangeiro, o gene Amp ficará inativado e, consequentemente, 
(a bactéria transformada por este plasmídio recombinante ficará resistente ape- 
has à tetraciclina, porém continuará sensível à ampicilina (fenótipo Amp" Tet) 
¿Como as células não transformadas tem fenótipo Amp? Tot, será possivel dis- 
imp de imediato, num teste em placa de Poti (basta semear as células sobre 
mio completo adicionado do antibiótico), as células não transformadas das. 
Células transformadas pelo plasmídeo recombinante е ainda mais importante, 
Gaquelas transformadas por um plasmídeo não recombinante, ou sea, em que 
são ocorre inserção do fragmento estrangeiro: Essas últimas serão resistentes 
dos dois antibióticos (Amp Tet’). A possibilidade de tal inativação insercional, 
Acarretando um fenótipo facilmente reconhecível, que resulta da presença de 
dois genes de resistência contendo sitios de clonagem diferentes, fez do 
[plRG22 um instrumento extremamente útil em Engenharia Genética. Post 

mente, forem construídos plasmídeos ainda mais aperfeiçoados para de- 
Sempenhar o papel de vetores de E. coli. Assim, por exemplo, o plasmideo 
PUCIS contém um grande número de sítios únicos paca diferentes enzimas de 
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restrição, todos reunidos numa única região, que foi denominada de poly 
ker. Como o polylinker está situado dentro do gene lacZ, uma inserção de 
DNA estrangeiro em qualquer um dos sitios do polylinker irá acarretar a ina- 
tivação insercional do gene lacZ. Semeando-se as células em meio contendo o 
Indicador X-Gal, as colonias transformadas pelo plasmideo recombinante po- 
dem ser facilmente reconhecidas, uma vez que passam da coloração azul para 
branca. Uma vantagem adicional, proporcionada pelo polylinker, consiste na 
possibilidade de se inserir diretamente um fragmento com extremidades gera- 
das por duas diferentes enzimas de restrição (desde que existam sitios para 
elas no polylinker), sem ter que recorrer a manipulações adicionais 

Por outro lado, foram também desenvolvidos sistemas de clonagem 
para bactérias, empregando bacteriófagos ao invés de plasmídeos. Esses siste- 
mas proporcionam maior facilidade de isolamento das moléculas híbridas, 
pois, permitindo-se ao fago concluir o seu ciclo litico, serio liberadas particu- 
las fágicas contendo о DNA recombinante (obtém-se facilmente uma amplifi- 
cação de 10° vezes no lisado). Entretanto, haverá um limite de tamanho para o. 
DNA que se deseja clonar, já que só poderá ser empacotada na cabeça do fago. 
uma molécula de DNA de um determinado comprimento. Os bacteriófagos 
têm aproximadamente de 10 a 50 genes e podem ser manipulados para trans- 
portar outros genes em substituição а alguns dos seus. Assim, puderam ser 
construídos vetores, consistindo do genoma do bacteriófago lambda, do qual 
se removeu uma região não essencial para o desenvolvimento do ciclo litico; 
que pode portanto ser substituída pelo DNA estrangeiro. Essa abordagem 
apresenta ainda a vantagem de que о DNA do fago sem а inserção será peque: 
no demais para ser empacotado e, corseqüentemente, só serão geradas part 
culas fégicas contendo o DNA recombinante, contanto que este contenha um 
fragmento heterólogo de tamanho adequado para compersar a região ausente 
do genoma fégico. Posteriormente, também foram desenvolvidas técnicas que. 
permitem o empacotamento in vitro do DNA recombinante. Obtém-se dessa 
maneira um virus infeccioso portador do DNA recombinante, o que aumenta 
signiticativamente a eficiência do processo, em relação à transformação utili- 
zando plasmideos. 


Visando combinar vantagens dos dois sistemas de clonagem, o dos plas 
mídeose о dos bacteriófagos, foi desenvolvida uma nova classe de vetores ar- 
tificiais, os chamados cosmídeos. Tratam-se de plasmídeos nos quais foram. 
inseridas pequenas sequências do DNA do bacteriófago lambda (os sitios cos), 
necessárias para o empacotamento do DNA do fago na cabeça da partícula 
Tais vetores conservam a característica de serem mantidos na bactéria sob al 
forma de plasmídeos, mas, por outro lado, podem ser empacotados in vitro, 
originando partículas de fago, capazes de infectar a bactéria, o que, como já 
vimos, constitui um processo altamente eficiente, Os cosmídeos continuam. 
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sujetos à limitação de tamanho imposta pela cabeça da partícula, mas permi- 
tem que seja empacolada uma quantidade muito maior de DNA estrangeiro 
(até 45 kb), uma vez que tiveram removida praticamente a totalidade do geno- 
ma fágico, Em relação aos plasmídeos, os cosmídeos apresentam a vantagem 
de que o DNA pode ser acondicionado em partículas de fago, que são muito 
mais estáveis, permitindo que о DNA seja conservado por períodos de tempo. 
mais longos. Existem ainda vários outros vetores, derivados do lambda e de 
diferentes bacterioragos, porém а sua descrição foge ao escopo deste capítulo. 
Sao dignes de nota os vetores derivados de fagos de DNA de fita simples, 
“como €0 caso do fago МІЗ de E. coli, porque facilitam grandemente cestas eta- 
pas de manipulação genérica. Assim, por exemplo, o seqüenclemento de 
DNA, а mutagênese i1 vitro e certos métodos de preparação de sondas reque- 
rem DNA de fita simples, como veremos adiante. 

No caso de organismos eucarióticos, conhecem-se alguns poucos plas- 
mídeos naturais”, como, por exemplo, o plasmídeo de 2ym da levedura 
Saccharomyces cerevisiae, do qual se obteve a origem de replicação para a 
construção da maioria dos vetores da levedura. Para outros organismos, em- 
pregamse virus como vetores de clonagem, como é o caso de virus de mami- 
feros e de insetos. 

Também foram construídos vetores-pante ou bifuncionais, que contêm 
origens de replicação e marcadores de seleção compatíveis com dois sistemas 
hospedeiros diferentes, Na verdade, a maioria dos vetores construídos para 
diferentes células cucarióticas consiste de vetores bifuncionais, capazes de 
transformar tanto a célula eucariótica em questão quanto а bactéria E. col 
Essa estratégia é interessante, porque permite que sejam aproveitadas as van- 
agens dos dois sistemas hospedeiros. Assim, por exemplo, embora a levedura 
também seja um microrganismo, ainda é muito mais cómodo realizar alguns 
dos passos da manipulação em E. coli como, por exemplo, з amplificação e ex- 
tração do DNA plasmidial, o que se pode realizar com grande facilidade 
quando se utiliza um vetor bifuncional 

Quando se trabalha com genomas de eucariotos superiores, é necessário 
clonar fragmentos grandes de DNA. Para acomodar tais fragmentos, foi de- 
senvolvido um tipo especial de plasmídeo de levedura, chamado YAC (Yeast 
Artificial Chromosome), que é capaz de aceitar inserções de -300 Kb, ou seja, 
10 vezes mais DNA do que aceitam os plasmideos bacterianos. O YAC contém 
todos os elementos de um verdadeiro cromossomo (origem de replicação, cen- 
trômero, 2 telómeros, além dos genes marcadores) e é portanto mitoticamente 
estável após a inserção de fragmentos grandes. 

Em resumo, ão as seguintes as caraterísticas que deve ter o plasmídeo, 
para ser utilizado como vetor de clonagem: 


Lr 


a) Ter baixo peso molecular. 
Permite que o vetor seja facilmente isolada intacto. 
jada 


b) Apresentar pelo menos um sitio único para uma deter 
enzima de restrição (sítio de clonagem). 

Permite que o vetor seja clivado num so ponto, onde será Inserido 
о DNA estrangeiro. Evidentemente, a presença de vários sitios 
únicos para diferentes enzimas de restrição é altamente desejável 
€) Ser portador de uma origem de replicação compativel com o sis- 
tema hospedeiro. 

Permite que o vetor se perpetue entre a descendência da célula ini- 
cialmente transformaca, originando um clone molecular. 


d) Conter pelo menos um gene marcador. 
Permite a seleção dos clones transformantes dentre um grande nú- 
mero de células submetidas ao processo de transformação. 

+) Ter controlo relaxado de replicação. 

Permite que o DNA do plasmídeo seja amplificado, possibilitando 
a obtenção de quantidades ainda mais significativos do gene es- 
irangeiro. 

1) Não ser um plasmideo conjugativo- 

Trata-se de uma medida de segurança, visando evitar a dissemina- 
ção do DNA recombinante fora do laboratório. 


44 - Construção da molécula de DNA recombinante: 
diferentes estratégias 

Há casos em que não é possível empregar enzimas de restrição para. 
clonagem. O principal problema advém do fato de que рове haver sitios s 
cetíveis à ação da enzima dentro da sequência gênica que se quer clonar, 
“do portanto grande a probabilidade de se incorrer na inativação do gene. P 
contornar esse problema, procede-se à fragmentação mecânica do DNA, qt 
“gera quebras ao acaso, garantindo que pelo menos algumas das moléculas 
Sejam quebradas dentro do gene de interesse. Essa coleção de fragmentos 
atórios é mais representativa do genoma e essa abordagem foi porianto 
tante utilizada para a construção de bibliotecas genômicas dos mais dive 
organismos, Entretanto, não é evidentemente possivel obter extremidades 
esivas através desse procedimento. Além dixo, o emprego, seja de genes: 
téticos, seja de cDNA (ver adiante), tampouco fornece extremidades cocsi 

Nesses casos, uma alternativa consiste no emprego da enzima trans! 
se terminal. Diferentemente das demais DNA-polimerases, a transferase: 


sàl, encontrada em timo de vitela, tem a capacidade de adicionar nucleoti- 
os às extremidades УОН das cadeias de DNA, sem necessitar de uma fita 
DN A-molde, Essa enzima foi portanto muito utilizada em Engenharia Ge- 
ica". Por esse proce- dimento, chamado de método das extensões homopo- 


ticos, podem ser adicionados cerea de 100 resíduos do um determinado. 
clegtídeo (por exemplo, ATP) às extremidades do vetor e, por outro lado, 
Dea de 100 residuos do nueleotideo complementar (no caso, ФТТ?) às extre- 
E dades do DNA a ser inserido neste vetor, de tal forma que, quando estas 


creme moléculas forem colocadas em presença, possam emparelhar-se 
avs de suas extremidades complementares (Fig. 1.5) 
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Uma vantagem desse método é que não há possibilidade de o vetor 
voltar à forma original; só irão recircularizar-se os plasmídeos contendo à 
inserção e, consequentemente, todas as células transformadas conterão o 
DNA recombinante. Também é preciso considerar que, quando se trabalha 
com extremidades coesivas geradas por uma enzima de restrição, além de 
outras reações parasitas, diferentes fragmentos do DNA a ser clonado podem 
ligar-se entre si, de modo que teremos representada, no plasmídeo recombi- 
nante, uma situação diferente daquela do geroma original: sequências que 

ão eram contíguas no genoma original poderão ficar contiguas по plasmí 
deo. A aplicação do método das extensões homopoliméricas evita esse tipo de 
artefato. Entretanto, a desvantagem é que esse procedimento introduz longas 
regiões de pares poli(dA)-peli(dT) nas junções entre as duas espécies de 
DNA, o que pode afetar a função gênica. Outra desvantagem é que haverá di 
ficuldados em so remover do vetor о fragmento de interesse, em etapas sub 
soqüentes da clonagem. Hoje dispõem-se de outros métodos, que consistem 
em se recorrer a “ligadores”, sintetizados quimicamente, constituídos de oli- 
gonucleotídeos contendo а segliéncia de reconhecimento de uma determina- 
да enzima de restrição. Tais ligadores são adicionados, por ação da enzima 
DNA ligase de T4 às extremidades do DNA que se quer clonar e, tratando-se 
em seguida este DNA com a enzima de restrição em questão, serão originadas 
as extremidades correspondentes. Uma das vantagens dessa estratégia é que o 
DNA inserido pode depois ser removido do vetor, através do tratamento com 
aquela determinada enzima de restrição. Hoje encontram-se disponíveis no 
mercado ligadores sintéticos desse tipo, para qualquer enzima de restrição, de 
modo que é possível inserir qualquer fragmento estrangeiro em qualquer sitio 
do vetor. A técnica da PCR (ver abaixo) também permite que se criem as ex- 
tremidades desejadas по fragmento de DNA a ser amplificado. 

Quando se realiza uma reação de ligação entre moléculas de DNA di- 
geridas por uma mesma enzima de restrição, а inserção do fragmento hete- 
rólogo pode ocorrer em qualquer uma das duas orientações em relação ao 
vetor. Em certos casos, isso não tem importância, mas, em outros, necessi- 
ta-se da entrada do fragmento apenas numa determinada orientação. Para 
obter а inserção na orientação correta, pode-se lançar mão do uso de duas 
diferentes enzimas de restrição, que produzam diferentes extremidades coe- 
Sivas (extremidades A e В), Como somente duas extremidades A ou duas ex- 
tremidades В vão poder se ligar, a entrada do fragmento no vetor também 
aberto por essas mesmas duas enzimas de restrição, vai ocorrer somente numa 
das orientações. Essa abordagem também apresenta a vantagem de que o velor 
não poderá se recircularizar sem inserção. 

O material genético a ser clonado pode ser obtido, seja diretamente a 
partir do genoma de outro organismo, seja por meio de síntese in vito, Além 
disso, quando se conhece a sequência de aminoácidos da proteina (casos pou- 
co frequentes), é possível deduzir a sequência de DNA que a codifica е obter o 
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gene através de sintese química. Essa última abordagem só é viável no caso de 
polipeptídeos e foi empregada para a clonagem do gene da somatostatina, um 
Pequeno hormônio de apenas 14 aminoácidos, tendo constituído um dos pr 
meros sucessos ca Engenharia Genética”, 

Entretanto, um dos caminhos mais diretos para o isolamento de um do- 
terminado gene consiste ra clonagem do que se chama de DNA complementar 
(cDNA). Sabe-se que os genes de eucariotos são, na sua grande maioria, “ges 
nes partidos”, isto €, apresentam a seqüéncia codificante interrompida pela 
presença de introns. Os introns são sequéncias não codificadoras, que não irão 
sesultar em sequências de proteína que o gene codifica. Em contrapartida, о 
RNA mensageiro maduro é o molde que será utilizado para a sintese da pro- 
teina. Assim, quando é possivel isolar o mRNA de uma dada proteina, a c 
ragem fica grandemente facilitado, A partir desse mRNA podesse obter o 
ХОМА in vitro, por ação da enzima transcritaso inversa: essa encima € capaz 
Че sintetizar um DNA de dupla fita a partir de qualquer molécula de RNA Ec 
cando o procedimento muito simplificado, quando о RNA for portador de 
uma seqüëncia poli-A no seu terminal 3', como é caso dos mRNAs eucarióti- 
cos. A Fig, 46 mostra os passos necessários para а obtenção do cDNA. 


Quando não se pode dispor do gene isolado, a estratégia consiste na cone- 
trução de uma coleção de plasmídeos (ou fagos), contendo lodos os genes de um 
determinado organismo, Para obter uma tal biblioteca genómica, banco genim 
“a, ou genoteca, deve-se proceder à fragmentação do DNA total extraído do or- 
ganismo, de modo a originar uma coleção de fragmentos aleatórios. [sco pode 
ser conseguido por meio da fragmentação mecânica do DNA, qu por meio de 
uma digestão apenas parcial por uma ou mais enzimas de restrição. Em geral 
utiliza-se uma enzima de restrição que reconhece шта sequência curte, como а 
enzima Sad, que reconhece uma seqüéncia de 4 nuclvotídeos, sob condições 
“em que nào consiga digerir о DNA por completo. Nessas condições de digestão 
parcial, nem todas as moléculas de DNA serão cortadas em todos os sítios susce. 
íves à enzima e alcança-se portanto uma distribuição quase randômica de frag. 
mentos. Com essa coleção de fragmentos, pode-se então criar uma coleção de 
plasmídeos hibridos, representativa do genoma inteiro do organismo. O número 
de clones necessários para cobrir todo o genoma será diferente, conforme o tama- 
nho do genoma do organismo. Assim, por exemplo, utilizando lambda como ve- 
tor, serão necessários .500 dones recombinantes para construir uma genoteca de 
E. coli, 4600 clones para 5. cerevisiae е 800000 clones para mamiferos. Evidente 
mente, o número de clones necessários vai tambem depender do tamanho médio 
des fragmentos: quanto maior tamanho do fragmento, menos clones serio ne- 
cessários. Conseqüentemente, para a construção de bancos genéticos, prefe- 
remse vetores que aceitem fragmentos grandes, tais como cosmídecs vu АСА 
Uma outra abordagem consiste em se construir uma biblioteca de СОМА, a partir 
do mRNA total de uma determinada célula. À biblioteca de cDNA, entretanto, 
representa apenas os penes que estão se expressando naquele determinado mos 
mento da vida da célula. Tendo em mãos uma biblioteca genética, pode-se em- 
preender busca do gene desejado, como veremos no item 47. 
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Recentemente, foi descoberta uma nova técnica de síntese de DNA in i 
tr, que permite amplificar diretamente uma determinada região do geo! 
Trata-se da técnica de PCR (Polymerise Chain Reaction)”, que teve um тра 
formidável em Biologia Molecular. Para aplicar a PCR, é entretanto necessi 
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= se conheçam as seqúéncias (-20bp são suficientes), que ladeiam a seqüón- 
Za 2: DNA de interesse, para poder primeiramente proceder à sintese quimi 
a estes oligonucleotídeos, que irão então servir como iniciadores do 
gExesso de polimerização (primers). O primer é necessário porque a 
EN + polimerase requer uma pequena região de DNA de dupla fita parainici. 
ж › sintese da fita-filha: a grande vantagem é que, quando se utilizam dois 
gamers, só será sintetizada pela DNA-polimerase a região de DNA compre- 
ida entre eles. Em outras palavras, os primers irão limitar a síntese a uma 


meri específica do DNA, o que levará à amplificação apenas desta seqüència 


47). O procedimento é bastante simples: uma preparação de DNA, que 
e consistir do genoma inteiro do organismo, é primeiramente desnaturada 
2 tratamento térmico, em presença dos dois primers complementares às s 
actas que ladeiam a sequência de interesse, em ambas as fitas desnatura. 
Com a presença dos quatro dNTPs precursores e da DNA-polimerase 
zerana no sistema, ocorrerá a sintese da fita simples complementar ao. 
DNA molde, à partir da extremidade УОН de cada primer. Assim, cada ciclo 
da PCR emvolve o seguinte: 


эз 


1) Desnaturação lórmica da dupla ita do DNA-alvo. 


2) Resfriamento, para permitir o emparelhamento dos primers com 
зэ regiões complementares nas duas fitas desnaturadas do DNA. 


3) Extensão dos primers, por ação da DNA-polimerase. 


A grande vantagem da PCK consiste a possibilidade de se repetir o dico 
tico por várias vezes, bastando para Bto desmaturar as novas moléculas de 
PNA dupla fna que vao se formando, em condições de excesso de primers О se 
lado é um crescimento exponencial da região de interesse, definida pelos dois 
nes assim repetindo-se о ciclo рос 23 vezes, obtem uma aplicação de 
Je sado da regiao de intres. Com descoberta de DNA polimetasts mor. 
nitentes a PCR pode ser automatizada e, hoje em dia, € possivel amplificare. 
aêncas de DNA de te 30 Kb, em máquinas pouco onere 
A técnica da PCR veio revolucionar toda a área da Engenharia Genética. 
orque permite que se produzam limitadas cópias de um segmento species 
ДУА, sem ter que rcomerà clonagem. Cono mencionado acia a t 
ae são o dois primers que detinem © segmento quese quer ampliar não € 
Fasso isolar este segmento para poder aplicar a PCR Alem disso quam 
“ade de DNA necessária para começar o processo é muito pequena, endi 
saficientes quantidades da ordem de Iug de DNA genômico, Tampouco спе. 
Темпо um alte grau de pureza do DNA, podendo ser empregado diretamen 
« DNA «bio à partir da Use celular. À técnica da PR É extremamente 
Заза e vem, consequentemente encontrando inumeras aplicações, dente 
us se destacam o diagnóstico de diversas doenças necat bem como 
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de doenças genéticas. Além disso, a alta sensibilidade da PCR permitiu o de- 
senvolvimento do “DNA fingerprinting” (impressão digital do DNA), uma 
técnica de alto poder de resolução, que possibilita a identificação de individu- 
os (determinação de paternidade, determinação de suspeitos em casos policia- 
5), а partir de amostras diminutas do seu DNA. A sensibilidade da PCR é tal 
que já permitiu a amplificação e clonagem de ОМА obtido de múmias huma- 
nas c de plantes e animais já extintos, À única exigência da PCR е а disponiti 
lidade dos primers adequados: é preciso saber quais são as sequências 
vizinhas à região de interesse que se deseja amplificar. Entretanto, quando se 
dispõe de um fragmento de DNA qualquer, inserido num vetor conhecido, é 
vio que essa dificuldade dosaparece, j que se podem utilizar como primers 
as seqiências contiguas do próprio vetor, 


4.5 — Expressão da informação genética heteróloga 

Com оз desenvolvimentos da Engenharia Genética, é hoje possível ex- 
pressar qualquer gene em qualquer organismo hospedeiro, desde bactérias, 
leveduras, fungos filamentosos e insetos, até plantas e mamíferos transgêni- 
«os. Vetores especializados tiveram entretanto de ser desenvolvidos, para não. 
apenas transformar eficientemente, mas também fornecer as condições neces- 
Sirius para a expressão do DNA clonado em cada um desses tipos celulares. 

A síntese de uma proteína funcional a parti do gene clonado depende de 
vários passos metabólicos, que deverão ser realizados pela célula hospedeira: 

1) Transcrição do gene, originando o mRNA. 

2) Processamento ("splicing") do mRNA, que irá remover as re- 

idos correspondentes aos introns. 

3} Tradução do mRNA em proteina, 

4) Processamento pós-traducional: há proteínas que, uma vez sin- 

tetizadas, necessitam ainda sofrer modificações, para poderem ter 

atividade biológica. 

5) Além disso, uma vez pronta, é preciso que a proteína heteróloga 

mão seja degradada pela célula hospedeira. 

Evidentemente, uma falha em qualquer um desses passos resultará na 
ausência do produto do gene clonado. 

Para garantir a expressão do gene clonado, foram desenvolvidos vetores 
especiais, chamados do vetores de expressão, que são portadores dos diversos 
elementos genéticos necessários às etapas de transcrição e de tradução que 
célula hospedeira deverá realizar. É importante ressaltar que diferentes siste. 
mas hospedeiros exigem elementos específicos. Vamos aqui nos limitar а des- 
crever os requerimentos específicos da célula bacteriana. Na Fig. 48 está 
representado um modelo de vetor de expressão para E. coli 
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Para que ocorra a transcrição, é necessário que o gene clonado ostoja in 
tercalado entre um promotor e um terminado de transeriç 

de DNA que são reconhecidas pela RNA polimerase da célula hospedeira. 
Hoje, jû foram isolados diferentes promotores bacterianos, que variam quanto 
à sua intensidade e seu modo de ação. Os promotores fortes são aqueles que 
sustentam uma alta taxa de transcrição, e foram isolados de genes cujos pro- 
dutos são requeridos em altas concentrações para o funcionamento normal da 
célula, Por sua vez, os promotores fracos, que são relativamente ineficientes, 
foram isolados de genes cujos produtos são suficientes em pequenas quant 
dades para о funcionamento normal da célula. Dependendo da finalidade Ча 
clonagem, às vezes pode ser interessante utilizar um promotor fraco como, 
por exemplo, no case de proteínas tóxicas para a célula hospedeira. Entrotan. 
o, a situação ideal é poder cultivar a bactéria portadora do gone clonado até a 
cultura atingir a máxima densidade de células, para <ó então provocar à ex 
pressão maciça do gene clonado. Para essa finalidade, são muito utilizados 
vetores contendo um promotor regulável, que permite um controle mais estrito 
Ча expressão. Em E. col, a regulação da transcrição pode ocorrer, seja por in 
dução, seja por repressão, Um gene induzível é aquele cuja transcrição só 
ocorre em presença do indutor: geralmente, o indutor consistirá do substrato 
Ча enzima codificada pelo gene em questão. Em contrapartida, um gene re- 
pressível é aquele cuja transcrição deixa de ocorrer em presença da substância 
repressora. Um dos promotores mais frequentemente utilizados para а ex 
pressão em E. coli é o promotor lac, que controla a transcrição do gene lacZ, 
codificador da enzima f-galactesicase. Esse promotor é induzido por lactose 
ou outros [-galactosidens, como о Iscpropil-tiogalactosideo (IPTG), de modo 
“que, au se adicionar IPTG ao meio de cultura, o promotor lac entrará em ação 


cn armado раев 135 


haverá transcrição do gene que tiver sido clonado sob o seu controle, Outro 
promotor bastante utilizado é o promotor frp, que é reprimido por triptofano, 
podendo também sor induzido por ácido J:indolilacótico. Um promotor extre 


mamente forte é ө promotor АР, am dos promotores responsáveis pela trans- 
crição dos genes do bactoriófago lambda. Esse promotor é reconhecido pela 
RNA polimersse de E. coli, quando o fago está desenvolvendo o ciclo Tico. 
Quando о fago está no ciclo lisogênico, esse promotor é reprimido pelo pro- 
duto do gene cl. Os vetores de expressão que contêm o promotor AP, são uti- 
lizados com uma linhagem de E. ecli, portadora de uma versão mutante do 
gene cl (no próprio vetor ou então num profego), cue sintetiza uma forma ter- 
mossensível da proteína repressora cl. Assim, em temperaturas até 30'C, essa 
proteína mutante mantém a capacidade de reprimir o promotor }P.; em tem- 
peraturas mais elevadas, a proteína é irativada e, consequentemente, ocorre a 
transcrição do gene clonado sob este promotor. Um outro sistema de expres- 
são muito eficiente, que utiliza um promotor do fago Т7 e a RNA-polimerase 
do próprio Т7, foi desenvolvido mais recentemente. Quando o fago 17 infecta 
E. сой, à bactéria passa a produzir а KNA-polimerase de 17, que reconhece 
apenas os promotores de 17, de modo que a bactéria passará а transcrever 
preferencialmente os genes de I7. Tirando proveito desse fato, foram constru- 
los vetores onde o gene clonado fica sob o controle do promotor de 17 e que 
contém no mesmo tempo o gene que codifica а RNA polimerase do fago, sob 
o controlo de um promotor regulável de E. coli como, por exemplo, o promo- 
tor lac. Quando se transforma a bactéria com esse vetor, а expressio do gene 
clonado ocorre logo após se induzir a transcrição da RNA-polimerase de Т7. 
Como essa RNA-polimerase reconhece apenas o promotor do fago, ocorrerá 
transcrição apenas do gene clonado e não dos demais genes da hospedeira 


Por outro lado, como as Bactérias não slo capazes de realizar o processa- 
mento do RNA para se obter expressão de genes contendo introns (a grande 
maioria dos genes de organismos evcarióticcs) será necessário primeiramen- 
te remover estes introns. O caminho mais direto é sem dúvida realizar a clo- 
падот do cDNA. 

Para que ocorra a tradução, é necessário quo o mRNA contenha um sítio. 
de ligação ao ribossomo (rbs), que inclui o códon de iniciação da tradução 
(AUC ou СИС) е uma seqüència complementar ao terminal 3 do RNA ribos- 
sômico 16s (seqüência Shine-Dalgamo, ou S-D). Consegientemente, vetores 
de expressio devem conter uma seqiiência rbs logo em seguida ao promotor. 
A sectiéncia S-D pode variar em comprimento (3-9 bp) e precede o códon de 
iniciação em 3-12 bp. Essa distância deve ser respeitada para se obter boa efi- 
ciência da tradução. O processo da tradução termina quando for encontrado 
um códon stop (UAA, UAG ou UGA) no mRNA. 

No que diz respeito ao processamento pús-traducinal, as bactérias são 
incapazes de realizar a maioria das modificações características das proteinas. 
eusarióticas. Tal é o caso, por exemplo, da insulina humana, que é sintetizada 


10 tema rra 


na forma de um precursor, a próinsulina, contendo, além das cadeias A e B, 
uma sequência adicional de 35 aminoacidos (a cadeia C), importante para que 
à molécula de insulina adquira a sua conformação tridimersional final, mas 
que deve ser removida antes que a insulina se torne biologicamente funcional 
À bactéria não é capaz de remover a cadeia C da pró insulina, do modo que, 
para obter a insulina humana a partir de bactéria, foi necessário clonar e ex- 
pressar separadamente genes sinteticamente construídos das cadeias А e B, 
purifie las e só então ligi-los num passo mitra”. Assim, quando se deseja 
obter uma proteína cucariótica que precisa sofrer esse tipo de modificações, 
deve-se usar como hospedeira uma célula eucariótica como, por exemplo uma 
levedura. 

Em certos casos, como por exemplo o da expressão da somatostatina e 
interferon humanos em E. coli, a proteína sofre degradação pelas proteases 
da célula hospedeira, Para contornar esse problema, pode-se realizar a clo- 
nagem de forma а resultar numa proteina de fusão com alguma proteína 
natural da hospedeira, о que protege a proteína estrangeira da ação das pro- 
teases. Assim, fol possível obter somatostatina produzida por É. coli, sob a 
forma de uma fusão com a f-galactosicdase bacteriana. Para liberar a soma- 
tostatina biologicamente ativa, a proteina de fusão precisou ser clvada, o 
que se conseguiu num passo subsequente, realizado in titro, consistindo de 
tratamento com brometo de cianogênio””. Entretanto, nem sempre é possível 
realizar satstatoriamente esse último passo: como о brometo de cianogênio 
на а cadeia peptidica a cada residuo de metionina, esta abordagem experi- 
mental <6 funciona para peptídeos que não contenham metioninas internas, 
como € o caso da somatostatino. Uma outra maneira de atenuar o problema 
da degradação protéica consiste em se utilizar como hospedeiras linhagens 
mutantes, que apresentam um complemento reduzido de proteases intraco- 
Julares, Também a localização celular da proteína heteróloga pode influir na 
sua estabilidade na célula hospedeira. Assim, no саго da pró-insulina de 
Fato expressada em £. coli foi verificado que a meia-vida da proteína heteró- 
Joga сеа de -2 minutos no citoplasma, mas de ~20 minutos no periplasma da 
bactéria hospedeira” 

Quando se deseja obter a secreção da proteína codificada pelo gene clo- 
nado, é ainda necessário que ela seja sintetizada sob à forma de um precursor, 
tendo no ses terminal amino um peptídeo-sinal. O peptídeo-siral consiste de 
uma curta sequência de amino ácidos hidrofóbicos, que é responsável pela 
passagem da proteína através da membrana celular. O peptideo-sinal é natu- 
talmente removido por ação de uma peptidase, à medida em que a proteína 
vai sendo secretada. Pode-se portanto anexar го vetor de expressão a sequén- 
cia de DNA que codifica o peptideosinal de alguma proteina normalmente 
secretada pela célula hospedeira, de tal modo que a clonagem resulte numa 
fusio gênica, na qual deve ser observada a fase de leitura correta, para origi 
maro precursor protéico contendo o peptídeo-sinal 


4.6 - Isolamento do gene clonado 

Em última análise, o sucesso de um experimento de clonagem depende 
da possibilidade de se distinguir е isolar o clone que contém o gene de inte- 
resse. Entretanto, essa tarefa é muitas vezes comparável а se achar uma agu- 
1а no palheiro. Considerando que o tamanho do genoma de uma célula de 
mamífero é de aproximadamente 1U bp, um genel-500) bp) representa ape- 
nas 0,0005% do DNA total. Mesmo um organismo tao simples quanto o E. coli 
contém milhares de genes, de modo que uma digestão por enzima de restrição 
do DNA total irá produzir não apenas o fragmento portador do gene que nos 
intereses, mas uma população de fragmentos contendo cutros genes. Durante 
a etapa da DNA ligase, todos esses diferentes fragmentos estarão sujeitos a so 
inseri separadamente numa das moléculas do vetor, e, conseqientemente, se- 
tão produzidas diferentes moléculas de DNA recombinante, cada uma con- 
tendo um pedaço diferente do genoma do organismo, Após a transformação 
da célula hospedeira com essa coleção de plasmídeos híbridos, será obtida 
também uma coleção de clones recombinantes. Quando essa coleção for repre- 
sentativa do genoma inteiro do organismo, teremos em mãos uma biblioteca 
genômica, como descrito acima. È portanto necessário poder identificar no 
meio dessa coleção aquele clone especifico que nos interessa. Diferentes estra- 
tégias podem ser utilizadas para essa finalidade, 


4.6.1 — Métodos genéticos 


Consistem em se conseguir a complementação de alguma função defici- 
ente na célula hospedeira. Foi assim, por exemplo, que pode ser isolado o 
gene LELI2 da levedura S. cerevisiae, que codifica à enzima isopropilmal 

to-desidrogenase”. Transformando-se uma linhagem mutante de £ coli, incor 


paz de produzir essa enzima, com uma biblioteca genômica da levedura, foi 
isolado o plasmídeo do clone bacteriano que mostrou ter recuperado a capaci- 
dade de produzir a enzima: este plasmídeo era portador do репе LEL? da le. 
vedura. Embora seja extremamente dito e eficiente. esse método exige que 
ocorra a expressão do gene clonado e, além disto, que à proteína heteróloga de- 
sempenhe uma função detectável na célula hospedeira. Um exemplo peculiar 
de detecção direta do gere estrangeiro foi o da clonagem do gene da luciferase 
de vagalume em E. coli as colônias recombinantes puderam ser identificadas 
porque se tornaram luminescentes no escuro! 


4.6.2 — Métodos imunoquímicos 


Quando a proteína estrangeira não tem uma funcio aparente na célula 
hospedeira, é necessário empregar um método de detecção imunoquímico. A 
aplicação de um método imunoquímico vai depender de se dispor do anticor- 
po contra a proteina codificada pelo gene em questão e pressupõe, portanto, 
que este gene esteja sendo expressado pela célula hospedeira. Assim, quando 
Se pretende utilizar essa metodología, costuma-se partir de uma biblioteca de 


CDNA construída em vetor de expressão. Embora existam várias versões de 
rastreamento imunológico, a mais popular 6 aquela que se realiza direta- 
mente com as colônias recombinantes, como esquematizado na Fig, 494. As 
colônias (ou placas de lise, no caso de se ter utilizado um fago como vetor) 
são primeiramente transferidas por "carimbagem" da placa-mãe sobre um fil- 
tro de nitrocelulose. Esse procedimento transfere uma amostra de cada coló- 
nia, mantendo a mesma Ivcalização das colônias na placa e no filtro. O filtro é 
então tratado para lisar as células е expor as proteínas de cada colônia, e, а se- 
guir, incubado com uma solução contendo o anticorpo contra a proteína dese- 
jada. Após remover-seo anticorpo não ligado, utiliza-se um 2." anticorpo ou a 
proteina A de Staphylococcus aureus, pata localizar а posição do 1º anticorpo. 
A proteína A liga-se especificamente à imunoglobulina e, utilizando-se pratet 
na A marcada com "1, a detecção da colônia que está exprimindo a prot 
desejada se fará por auto radiografia. Na auto radiografía, expõe-se um filme 
sensível а raios X ao filtro, para então revelar-se о filme: so houver radial 
dade em alguma colônia, aparecerá uma mancha preta no filme. na posição 
correspondente à colônia. Tendo sido identificada a colônia, volta-se à pla- 
ca-mãe de origem para recuperar as células vivas, que estarão na posição cor. 
respondente. 


4.6.3 — Métodos de hbridação de ácidos nuckicos 


Esses métodos irão identificar о próprio DNA clonado, não necessitando 
portanto que a célula esteja exprimindo o produto gónico correspondente. Tais 
métodos baseiam-se na propriedade que moléculas de ácidos nucléicos em fita 
simples [DNA ou RNA) apresentam, de se associarem através de pontes de 
drogénio, formando moléculas de dupla fita híbridas, desde que haja um grau 
suficiente de complementaridado entre a segúéncia de bases das duas fitas sim- 
ples. Esse tipo de molécula hibrida pode ser formado entre duas filas de DNA, 
Чиа» fitas de RNA, си entre uma fita de RNA e uma fita de DNA. 


Essa propriedade pode ser utilizada para a identificação de um determi 
nado clone recombinante, bastando para isto que se disponha de uma sonda 
genética, consistindo do DNA ou RNA complementar ao gene desejado. Po- 
ese empregar esse método de detecção, diretamente (in situ), em colônias 
bacterianas ou em placas de lise de bacteriófagos, como ilustrado na Fig, 49b. 
Através de um procedimento análogo ao descrito acima, após o crescimento. 

ıs, estas são “carimbadas” sobre um filtro de nitrocelulose ou mem- 

se filtro é inicialmente tratado para expor, desnaturar fi 
xor o DNA de сайа colônia ¢ então incubado em presença da sonda genética 
marcada, Para se obter a sonda mercada, o método clássico consiste na incor- 
poragio de um nucleotide radiative (^D), de modo que a detecção da hibri 
dação, no passo final, é fita através de auto-radiogralia. Hoje em dis, está-se 
preferência a outros métodos de marcação, que não envolvem radisti 
vidade, para evitar riscos desnecessários ao pesquisador e ao meio ambiente 
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Foram portanto desenvolvidos métodos alternativos de marcação, dentre os 
quais se destacam aqueles que se baseiam ла reação entre biotina e avidina, 
esta última acoplada a um marcador de fluorescência. Uma vez identificado о 
clone que contém o DNA desejado, volta-se à placa original da qual foi obtido 
o filtro carimbado, para se recuperar as células vivas. 
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É possível ter uma sonda genética disp 

3) Quando se isolou o RNA correspondente so gene em questão, URNA, 
TRNA, ou mRNA. Assim, por exemplo, о 1.º gene cucariótico а ser isolado foi 
© gene da globina de coelho, a partir do isolamento do seu mRNA", О isol 
mento do mRNA da globina a partir de eritrócitos é extremamente facilitado, 
uma voz que os eritrócitos são células especializadas, que só produzem globi- 
ra. Essa não é entretanto a situação que se verifica para a grande maiorio das 
proteínas Como alternativa, pode-se obter o mRNA através da sua capacida- 


1 nos seguintes casos: 


"eo 


de de dirigir a síntese do produto do gere desejado num sistema de tradução 
їп vitro, mas esta abordagem já é mais sofisticada. Hoje em dia, graças aos de- 
senvolvimentos na área de sintese е següenciamento de ollgonucleotídeos, 
cultura e transformação genetica de células de mamíferos, além ca PCR, tor- 
nou-se bem mais simples a tarefa de obter cDNAs completos, assim como a de. 
clonar cDNAs а partir de mRNAs pouco abundantes na célula de origem. 
Uma vez tendo em mãos о MENA, este pode evidentemente ser utilizado 
como sonda para identificar o clone genómico, 


b) Quando se trata de um gene com alto grau de conservação, é possível 
empregar uma sonda heteróloga. ou seja, о DNA de outro organismo. Assim, 
por exemplo, o gene da actina de S. cerevisiae foi isolado empregando-se como. 
Sonda um cDNA de actina de Dictyostelium discoideum". 


e) Quando já se tiver algumas informações sobre a sequência da proteína 
codificada pelo gene ce Interesse, é possível sintetizar о oligonacleotideo cortes» 
pondente, representando uma pequena sequénca do gene, e este oligonucleoti- 
deo será empregado como sonda. Assim, no caso do citocromo c da levedura, já 
зе dispunha de dados de análise da sequência da proteina, donde foi deduzida 
uma sequência de DINA de 44р, que pode então ser utilizada como sonda para 
o isolamento do gene CYCI 


Quando se dispõe de uma sonda genética, além da hibridação de coló. 
nias descrita acima, pode-se realizar а hibridação do tipo Southern. Nesse 
método hibrida-se a sonda com o DNA extraído das células recombinantes, 
previamente identificadas pela hibridação de colônias. Esse DNA é primei. 
ramente digerido por uma ou mais enzimas de restrição, separam-se os frag- 
mentos resultantes por eletroforese em suporte de gel e desnaturam-se оз 
fragmentos in situ, antes de transferí-los para um filtro de nitrocelulose, que 
será incubado com a sonda marcada. Por meio da auto-radiografia do filtro, 
pode-se portanto identificar o fragmento de DNA que corresponde àquela 
determinada sonda. A mesma técnica, com ligeiras modificações, pode ser 
realizada utilizando RNA fixado sobre o filtro e, neste caso, o procedimento 
é denominado de hibridação do tipo Northern. Por meio do Northern, po- 
de-se verificar se um determinado gene é transcrito apenas numa determina- 
da situação ou tipo celular. Para tanto, extrai-se o RNA total da célula, em 
diferentes momentos do seu ciclo de vida, ou em diferentes condições de. 
cultivo, ou de diferentes tipos celulares, para a realização do Northern. бе 
ocorrer hibridação com о DNA do gene clonado, saberemos que estava haven- 
do transcrição do gene naquelas células. Também as proteínas das células. 
transformantes podem ser separadas por eletroforese, para serem em seguida 
identificadas, através de reação com o anticorpo específico e, neste caso, а 
análise é denominada de Western 
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Uma vez isolado, o gene pode ter а sua sequência de nucleotídeos deter- 
minado, ser submetido a alterações dirigidas, que permitirão compreender as 
Eelacões entre estrutura e função, bom como ser transferido para diferentes 
Setores, que irão transformar outras células hospedeiras, 

No que se refere ao segienciamento de DNA, destacam-se as contribui- 
ções de Fred Sanger, que desenvolveu diversas metodologias, das quais a 
ais utilizada € aquela que utiliza, como precursores para a sintese de DNA, 
7 3 -didesoxinucteotideos (HINTS), que interrempem a elongagio da cade 
ш de DNA pela DNA-polimerase ". O didesoxinucleotídeo pode ser eficien- 
temente incorporado ne cadeia nascente, todavia, irá bloquear a progressão 
da síntese da cadeia, porque não tem o grupo hiroxila na posição Y do ac 
Car, Como esse grupo hidronila é necessário para que o nuclootídeo seguinte 
Seja acrescentado à cadeia, toda a vez que um dNTP for incorporado, осог- 
Тага a terminação da cadeia neste ponto. O principio do método é simples 
quando se colocam, num tubo de ensaio, além do fragmento de DNA a ser 
Tgienciodo (em fita simples), а DNA-polimerase, um primer marcado radi- 
ativamente, todos os quatro desoxiribonucleotídeos normais (dNTPs), e 
mais apenas um deles na forma didesoni, por exemplo, a timidina (ddTTP), 
toda а vez em que houver incorporação de uma ddTTP na fita que а 
DNA polimeraso está sintetizando, ocorrerá a parada da síntese neste ponto. 
sso demonstra que, precisamente naquele ponto da fite-molde, existe uma 
adenosina. Na verdade, utilizam-se quatro tubos em paralelo, cada um con 
tendo apenas um dos NTPs na forma didesoxi. No passo seguinte, os frag: 
mentos sintetizados em cada um dos quatro tubos são separados de acordo 
com o seu tamanho, por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida des- 
naturante. Para a leitura da segiiência, ехрде-зе um filme de raios X 20 gel. 
Na Fig, 410, está esquematizado o procedimento. É importante ressaltar que 
a proporção déNTPNTP deve ser cuidadosamente estabelecida, para per- 
mitir que a segitência de DNA seja determinada corretamente, De fato, se 
houver excesso do ddNTP, só será possível lero início da segiiência. 


Hoje dispoem-se de máquinas automatizadas, que permitem o se- 
quenciamento de genomas inteiros, como é o caso do seqüenciamento to 
tal de todos os cromossomos da levedura 5. cerevisiae, que acaba de ser 
completado em abril de 1996 por uma rede de laboratórios associados. A 
levedura é portanto о primeiro organismo eucariótico a ter а sus sequênci 
“genética inteiramente determinada, mas está em curso também o Projeto С 
noma Humano, que se propoe a seqüenciar todos o» cromossomos humanos. 
Tendose em тоз a sequência do gere, pode-se deduzir a sequência da pro- 
a que ele codifica. Na verdade, € mais fácil obter a sequência da proteina 
por esse caminho do que pelo seguenciamento da própria proteina, que 
pode levar meses ou até anos. 
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O DNA isolado e sequenciado pode também ser mutagenizado in viro, 
“de maneira muito precisa e deliberada, sendo em seguida devolvido à célula 
viva, onde o efeito fenotípio de diferentes mutações poderá ser estudado, A 
Engenharia Genética inaugurou uma nova era no campo da mutegênese: en 
quanto os agentes mutagénicos naturais provocam mutações nos mais varia. 
dos genes dentro da célula, é agora possivel produzir mutações sitio-dirigidas, 
também chamadas de oligonveleotidvo-diriidas. O procedimento básico con 
Siste em sintetizar um pequeno oligonucleotide em fita simples, contendo a 
mutação pontual desejada e colocá-lo em presença do gene que se quer muta- 
genizar, clonado num vetor de fita simples Num passo seguinte, o oligonu- 
cltotídeo servirá de primer para a DNA-polimerase, que irá sintetizar a 2^ fita 
Чо vetor, inclusive o gene de interesse. Esse vetor de fita dupla, contendo 
agora uma das fites mutada num sitio especifico, Será introduzido na bacté- 
ria hospedeira, onde ser replicado, originando múltiplas cópias. A natureza 
Semiconservativa do processo de replicação do DNA fari com que 50% das 
moléculas resulianes seja portadora da mutação em ambas as fitas: Há hoje 
inúmeras variações desse procedimento básico, que não iremos descrever 
aqui. É preciso enictanto ressaltar que а mutagêneso sítio dirigida tem um. 
enorme potencial, tanto para a pesquiso básica quanto para à aplicada. De 
fato, através da análise de alterações introduzidas na sequência de amino 
dos da molécula da proteína, podesse “mapear” а molécula. descobrindo-se 
quais São os resíduos que constituem o sitio catalitico, os diferentes dominios 
Че ligação ao substrato, etc. Em Biotecnología, como há agora várias proteínas 
importantes sendo produzidas por microrganismos recombinuntes, podese 
aplicar a mutagênese sitio-dirigida para obter uma proteina mais ativa, mais 
estável е que não apresente efeitos colaterais indesejados. É oque se chama de. 
Engenharia de Proteinas, um campo похо ¢ altamente promissor, que se tornou 
realidade graças à Engenharia Genética. 


= Transformação genética da célula viva: diferentes 
sistemas hospedeiros do DNA recombinante 


As características ideais que um organismo deve apresentar para ser 
utilizado como hospedeiro de genes clonados são: capacidade de crescer em 
meios de cultura pouco dispendiosos, ter crescimento rápido, ser estável em 
cultura e não ser patogênico. Os hospedeiros mais utilizados têm portanto 
sido alguns microrganismos, bem caracterizados do ponto de vista genético, 
tais como a bactéria E. coli a levedura S. cerevisiae, 

Até há pouco tempo, existia também a necessidade de se conhecer um 
método que permitisse а transformação genética de cada tipo de hospedeiro. 
Assim, para possibilitar a entrada de DNA em E. сой, foram inicialmente de- 
Senvolvidos protocolos empregando cloreto de cálcio e choque térmico. No 
caso de S. cerevisiae, o primeiro procedimento de transformação requeria а 
protoplastização ( obtida por meio de enzimas hidroliticas da parede celular), 
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seguida de regeneração dos protoplastos após o tratamento com о DNA. Esse 
procedimento extremamente laborioso pôde subsequentemente ser substituí- 
Чо por uma técnica que emprega cloreto de lítio para fragilizar a parede. 
Entretanto, todos esses procedimentos mostraram ser altamente traumáticos. 
para as células, deixando poucos sobreviventes, da ordem de 10°. 

Foi recentemente desenvolvida uma nova técnica, chamada de dletropo- 
ração", que permite que se transforme geneticamente qualquer tipo de célula, 
procaríótica ou eucariótica, deixando cerca de 50% de sobreviventes. Para a 
eletroporação, as células são colocadas numa solução contendo о DNA e sub- 
metidas a um breve pulso eletrico, que provoca a abertura transitória de orifi- 
closno envelope celular, per onde entrarão DNA. 


47.1 - Hospedeiros procarióicos 

Organismo mois utilizado até hoje continua sendo a bactéria E. coli, em 
virtude da grande quantidade de conhecimento acumulado sobre os seus me- 
conismos genéticos е bioquímicos, Entretanto, esse hospedeiro apresenta al- 
gumas desvantagens, principelmente quando se passa à produção em larga 
escala de proteínas recombinantes. Ocorre que essa bactéria é normelmente 
encontrada no trato intestinal humano e é potencialmente patogénica. Mesmo 
linhagens não patogónicas produzem endotoxinas, que podem contaminar o 
produtos, o que é particularmente problemático no caso de produtos farma- 
céticos injetáveis como, por exemplo. a insulina. Além disso, essa bactéria 
não secreta eficientemente as proteínas para o meio, mas retem-ras no espaço 
periplasmático, o que em certos casos não é desejável. 

Bacillus subtilis, uma bactória gram positiva, tem também sido utilizada 
como hospedeira. Essa bactéria não é patogênica, não produz endotoxiras e 
é boa secretora, mas apresenta certos inconvenientes para a clonagem. O 
principal problema consiste ra instabilidade estrutural е segregacional des. 
plasmídecs recombinantes, que não se mantêm após repiques sucessivos e 
sofrem intensa recombinação. Consequentemente, o DNA estrangeiro acaba 
se diluindo na população. 

Evidentemente, no caso de hospedeiros procarióticos, devem ser utiliza- 
das linhagens mutantes, que não produzam enzimas de restrição. 


47.2 - Hospeceiros eucaróticos 


O mais utilizado dos hospedeiros eucarióticos é a levedura 5. cerevisiae, 
para a qual se desenvolverem vários tipos de vetores plasmidiais especializa- 
dos. Trata-se de um organismo unicelular, não patogênico, e que apresenta а 
Vantagem de ser capaz de realizar a maioria das modificações pós-tradução 
que as proteinas de mamiferos sofrem nas celulas de origem. Tais modifica- 
ções incluem: remoção da metionina do terminal amino da proteina, acetil 

nal amino, acilação, fosforilação « glicosilagio- Além disso, a 
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fevedura mostrou-se capaz de realizar corretamente o “folding” das proteínas. 
de mamífero, indispensável para que estas adquiram a sua conformação tridi- 
mensional correta e, portanto, a sua pleno atividade biológica, Um dos exem- 
plos maio marcantes talvez seja o da montagem pela levedura de partículas do 
то da hepatite B. A partir da clonagem do gene de um dos antígenos de su- 
perfície dess virus (HBsAg), а levedura não apenas sintetiza esto antigene, 
таз ainda monta uma particula lipoprotéica multimérica complexa, muito se- 
melhante ao envelope viral, resolvendo o problema de apresentação do anti- 
geno, um des principais problemas das vacinas de subunidades produzidas 
For DNA recombinante ”. Essas partículas (destituídas de DNA do virus) são 
altamente imunogenicase permitiram o desenvolvimento da 1. vacina recom- 
binante a ser liberada para uso humano. Essas características, associadas ao 
fato de que a levedura S cerevisiae vem sendo explorada pelo homem há mais 
de 8009 anos, para produzir alimentos (pão, cerveja e vinho) sem nunca ter 
de mostrado pmogónica, tem Iovado à escolha deste organismo para a expres- 
sio de produtos de vertebrados de alto valor agregado, principalmente para 
aplicação terapéutica, Por outro lado, considerando que S. cerevisiae já é um 
organismo tradicionalmente empregado em processes biotecnológicos, o de- 
senvolvimento da Engenharia Genética desta levedura também permitiu que 
se realizassem passos de melhoramento genético da própria célula hospedei- 
ra. Assim, por exemplo, foram obtidas linhagens recombinantes de 5. cerevisi- 
ae, capazes de degradar amido, por meto da clonagem de genes que codificar 
enzimas amilolcas em outros organismos ". A principal desvantagem que o 
sistema apresenta se refere aos rendimentos, que são significativamento infe 
riores em relação às bactérias. Ultimamente, outras leveduras além de S. core 
disiar estão sendo empregadas como hospedeiras, já que apresentam melhores 
rendimentos: as leveduras metiotróficas, como Pichia pastoris e Pichia angusta 
(ex-Hansenula polymorpha) são as mais bem estudadas até o momento. 

Também sio utilizadas como hospedeiras diversas linhagens de células 
de mamíferos em cultura. O sistema de células de mamiferos tem sido muito 
útil para estudos de genética humana, câncer, doenças infecciosas e da pró- 
pria fisiología destas células. Como não se conhecem plasmideos para células 
de mamitero, os vetores disponíveis são sempre vírus, O vírus SVIO, que cau. 
Sa tumores em primatas, foi o primeiro a ser utilizado, porque o seu genoma 
consiste de DNA de dupla fita circular e a sua sequência nuclcotídica fol uma 
des primeiras a ser inteiramente conhecida. Foram construídos vetores deri 
vados do SV4O que nào induzem câncer, que continuam à sor muito utiliza. 
dos. Por outro lado, também são utilizados retrovirus para a introdução de 
genes em células de mamífero, uma vez que estes virus acabam se integrando 
nos cromossomes da célula hospedeira, Também é digno de menção o virus 
vaccinia, um grande vírus de DNA de dupla fita, que vem sendo utilizado 
para a clonagem de diversos genes virais para a produção de vacinas. Para сё. 
Jules de mamífero, além da cletroporação, empregamse também os procedi 
mentos de fusão de liposomes e de mktcinjeção. O DNA pode ser 
incorporado a lipocsomos — vesículas lipidicas artificiais — que se fundem à 


membrana celular e tiveram o seu conteud no citoplasma. Por sua vez, а mi- 
Хоу de DNA pode ser agora realizada com um aparelho computador 
эд qua aumenta cm aproninadomente 10 vezes а número de ciluhs quo 
pede ок арнады тш, ineo ората А principal desvantagem des 
ulas de mamifero é que о seu cultivo é cao, o que dfiula muto o es 
lonamento, além de se obter níveis de expressão relativamente baixos. 

Ultimamente, ouso de células de inseto em cultura vem ganhando mui 
ta importância, A linhagens celulares de inseto são mais Ас de cultivar e 
foram desenvolvidos vetores muito eficientes a partir de um virus de DNA, o 
baculovirus, que infesta especificamente células de inseto. Allos níveis de cr 
pressão de diversas proteinas heerólogas estão Sendo chidos nesse sistema, 
Aiizando е о promotor do gene da poliedrina do baculovirus, proteina que 
normalmente produzida em grandes quantidades pelas celulas infectados. 

Fara transformação genética de plantas, o vetor mais empregado é um 
plasmídio bacteriano, chamado Ti, natural da bactéria Apraberi tunc 
Ens agente patogênico, que é responsável pelo aparecimento de um tumor ra 
plant, Durante о preciso de transtormação maligna da célula vegetal, uma 
Port do plasmídeo T conhecida como T-DNA, е tanslrida da patena para 
à plana por um processo semelñame ао da conjugação bacteriana. Es seg- 
mento do plasmídio correspondente a cerca de 10% do seu genoma, penetra 
no nideo e integra-se em maltiplas cópias no ОМА cromeetimico da célula 
Fospodoirs. Contes ntemsnfe аата ает о gene araagero ne T-DNA, 
este gene acabará também integrado no genoma da planta Foram obtidos 
plasmídeco Ti mutantes, пов quai as propriedades tumoriénica eso su- 
primidas, que vem sendo utilizados para а Engenharia Genética de plantas, 
Rom sistema que inclui am ошто plasmideo autiliador. A principal limitação 
desse sistema € especificidade do plasmideo Ti para as dicotiledóneas, Siste- 
mas altemativos, ulizando virus de planas tals como os geminivirus, virus 
де DNA que tem um largo espectro de hospedeiros e о virus do mosaico dou- 
тад de tomate também estao sendo desenvolvidos. Entretanto, ess siste 
mas ainda não são malo eficientes, Também para e» plantas о método de 
амо através de leoporação канор al dli mus exige que 
“jam, veados protoplatos. Para а traneoemação direta de células intactas, 
san clien st um Sistema iobaicles Nata procedimento, esferas dimi. 
"las de tungstênio so recobertas com o DNA. рага em seguida serem proe 
Hadas para dentro da célula, а uma velocidade de -430m/5, por um revólver 
especial Essa боса apresenta ainda a vantagem de permiti a transformação 
Ч cloroplastos dentro da célula vegetal, embora ito ocorra com uma efe- 
апаз 100 vezes menor do que a translormasão do genoma nuclear. 


48 - Questões de segurança e preservação ambiental 
O desenvolvimento da Engenharia Genética foi oxtremamento frutífero 
para a Biotecnologia e um grande número de organismos recombinantes ou 
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GEMS (do inglés, Genetic Engineered Microorganisms) foram criados para di- 
ferentes finalidades. Entretanto, a própria rapidez com que essa ciência se de- 
senvolve gera uma constante preccupacio, por parte dos pesquisadores e da 
Sociedade, com relação aos riscos inerentes à manipulação genética e a uma 
pessível contaminação do meio ambiente por ais GEMS- 

De fato, em alguns casos, foi verificado que os СЕМ» são capazes de in- 
tesferir em populações microbianas e seus processos fisiológicos no solo. O 
principal ponio levantado sobre essa questão € o fato de muito pouco se с 
becer sobre o comportamento desses organismos fora do laboratorio e sobre 
o tipo de interferências ambientais que poderiam advir da recombinação 
netica ou mesmo de mutações que өз GEM viessem a softer ота seguida à sua 
юга na natureza. Um problema adicional que se apresenta é a falta de 
controle da nossa parte sabre a transforóncia de material genético de um orga- 
nismo para outro, fenômeno corriqueiro, principalmente entre bactérias, atra- 
vés de processos como conjugação, transdução e transformação, que poderiam 
ocorrer entre os СЕМ» e os microrganismos naturais do meio ambiente. 


Na verdade, os próprios descobridores das novas metodologias reco- 
nheceram desde logo os riscos potenciais que elas apresentavam, tendo to- 
mado a iniciativa de organizar, já em 1975, a Conferência de Asilomar sobre 
Moléculas de DNA Resombinante, que teve como principal objetivo discutir 
as maneiras de se trabalhar com microrganismos geneticamente manipulados 
e buscar definições e estratégias para garantir a segurança dos pesquisadores 
e da população ”. Detiniram-se, naquela ocasião, regras de conduta bastante 
rígidas para que o trabalho científico fosse realizado com o minimo de riscos 
para o pesquisador, a população е о ecossistema. Barreiras biológicas e fisicas 
adequadas deveriam ser criadas para conter os novos microrganismos formados 
a partir do DNA recombinante, Felizmente, esa regulamentação foi posterior. 
mente abrandada, para não telher em demasia libordado dos pesquisadoras, o 
que poderia vir a obstruir o progresso cientifico. 

A meta principal do desenvolvimento de sistemas biológicos de conten- 
ção dos СЕМЕ consiste na eliminação (ou, no menos, em redução substancial) 
Че tais populações microbianas introduzidas nos ecossistemas, uma vez que sua 
função já tenha sido completada, Duas diferentes abordagens se apresentam 
para o estabelecimento desses sistemas de confinamento: a) um mecanismo 
passivo baseado na debilitação da linhagem, tornando-a incapaz de sobrevi- 

de laboratório. Assim, por exemplo, foi 
construída a linhagem mutante А1776 de E. coli, que, para а constituição da 
parede celular, necessita do acido diamopimelico, molécula raramente en- 
Contrada па natureza”. Entretanto, essa estratégia apresente a desvantagem 
de que essas linhagens perdem muito do seu vigor, mesmo em condições di 
mas do Jaberatório, е, evidentemente, não se prestam para desenvolver algum 
tipo de tarefa no meio ambiente, ends não serão capazes de competir com a 
flora natural: b) um mecanismo ativo, pelo qual o tempo de vida da linhagem 
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seja controlado através da indução programada de uma proteina letal: o de- 
Sempenho da linhagem é portanto normal, até o momento em que ela comete 
Suicidio. Esse mecanismo de auto-destruição pode, em princípio, ser introdu- 
zido em qualquer linhagem sadia, que passaria então a carregar o gene capaz 
Че desencadear a sua própria morte”. 

Os genes assassinos, que vem sendo utilizados para o estabelecimento 
de tais sislemms-sultdas, são principalmente genes que interferem com a int 
ridade da membrana celular, tais como os genes que codificam es proteínas 
da família Gef”. Entretanto, foi verificado que o DNA liberado pelas células 
mortas persiste no meio ambiente por períodos de tempo suficientes para a 
Sua transferência para outros microrganismos. Embora a transformação gené- 
tica natural entre bactérias da mesma espécie seja conhecida há quase 70 anos, 
só recentemente foi comprovada a ocorrência de transformação genética no 
ambiente entre diferentes espécies bacterianas”, Na verdade trata-se do mes- 
mo fenómeno, onde ocorre a entrada, na célula bacteriana, de fragmentos de 
DNA livre (cromosómico ou plasmidial), que podem se incorporar no cro- 
mossomo da célula, de maneira que a informação genética acaba sendo trans- 
mítida аз gerações subsequentes. Fragmentos de DNA livres no ambiente são 
continuamente produzidos por lise celular, formando agregados de DNA, que 
Se distribuem em superfícies de minerais ¢ outros sedimentos, como também 
cm partículas suspensas nos habitats aquosos. Esse DNA extracelular pode 
transformar células competentes ou ser degradado pela atividade de DNAses 
extra e intracelulares, sendo os produtos desta degradação então utilizados 
como nutrientes”, Em consequência dessas descobertas, ultimamente vem 
sendo dada preferência a genes que codificam nucleases à construção de sis 
temas suicidas, No que se refere à função suicida, as nucleases apresentam 
vantagens sobre as proteínas da família Gef, uma vez que são capazes de de- 
gradar diretamente o material genético, além de destruir a fonte de todos os 
elementos celulares. 


Evidentemente, o ponto crítico para a construção de um sistema suicida 
reside na tegulação da expressão do gene assassino, Primeiramente, é impor. 
tante que não haja “vazamento” da expressão do gene, ou seja, que só ocurra 
expressão após a indução. Em segundo lugar, é necessário conhecer аз condi 
goes ambientais as quais ficará sujeito o GEM, para proceder-se à escolha do 
Promotor regulável mais adequado. Entre diferentes alternativas, promotores 
“que são induzidos por carência nutricional vêm merecendo especial atenção, 
já que, ora do laboratório, esta talvez seja a condição mais comumente encon: 
trada pelo microrganismo. 
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ELEMENTOS 
DE ENZIMOLOGIA 


Bayardo В. Torres 


5.1 - Introdução 

Uma reação química pode ser analisada quanto à sua ermodinâmica ou 
quanto à sua cinética. A Termodinámica estuda a viabilidade c a reversibili- 
dado das reações, а partir da análise do conteúdo energético dos estados inici. 
al e final de uma transformação — no caso das reações químicas, o conteúdo 
energético dos produtos e reagentes, Nada esclarece, porém. sobre a velocida- 
de com que a transformação ocorre, Essa informação é dada pela Cinética 
Uma reação química pode ser termodiramicamente viável (isto ¢, se ocorrer, o 
conteúdo energético dos produtos sera menor do que о dos reagentes) mas 
não se efetivar em determinadas condições (ou seja, ter velocidade igual a 
zero ou muito próxima de zero). Nos parâmetros termodinâmicos, os organis- 
mos não podem interferir. Como sorá visto adiante, sua intervenção incide ex- 

usivamente sobre o aspecto cinético, isto é sobre a velocidade das reações. 


Tomando o exemplo simples da conversão irreversível de uma substin- 
cia A em B (A > B) a celocidude da reeção (V) será: 
dB) ou vo АЈ 
de а 

А unidade de V é moles por litro por segundo, se [B] e [A] representa- 
tem as concentrações molares de В ede À. 


v 


A última equação mostra que a volocidado da roação diminui à medida 
que a reação prossegue e a concentração de A diminui. А velocidade é, por- 
to, proporcional à concentração de 4: 


METTE 
ر‎ SOL a] 


‚ай aa 


A constante É é chamada constante de velocidade da reação, com unidade 
des”, Essa é uma reação de primeira orden, já que sua velocidade depende da 
concentração до reagente com expoente 1 


A maior parte das reações químicas processadas nos organismos são 
mais complexas, por envolverem pelo menos trás moléculas diferentes e por 
serem, geralmente, reversíveis. São reações de segunda orien, representadas, 
por exemplo, por 

240 B+C ou AFBOC+D 
para as quais, pode-se demonstrar, as velocidades de reação serão, respectiva- 


AF е узай 


Nesses casos, а velocidade da reação é explicada pola teoria das colistes 
Essa teoria estabelece que, para resgir, as moléculas presentes em uma solu- 
ão apropriada г que a colisão deve levá-las a 

is que lhos permita atingir um esta- 


são devem colidir com orient 
adquirir uma quantidade mínima de елет 
do reativo, chamado estado de transição. Para levar todas as moléculas de um. 
mol de uma substância até o estado de transição, necessita-se do uma quanti- 
dade de energia definida como energie de ativação. Essa energia é, portante, a 
barreira que separa os reagentes dos produtos. A decorrência direta dosse mo- 
delo é que a velocidade das reações pode ser aumentada polo menos de três 
manciras diferentes: (1) aumentando o número de moléculas em solução, ou. 


seja, sun concentração, como previsto pela equação da velocidade; (2) aumen- 


tando o número de choques entre as moléculas; (3) diminuindo a barreira im 


posta pela energia de ativação. 

Em uma população de moléculas, nem todas têm o mesmo conteúdo 
energético em um dado instante. Algumas têm conteúdo muito pequeno, ou- 
tras muito grande, e a maioria apresenta um conteúdo médio, característico. 
da temperatura na qual a população se encontra. Quando se eleva a tempera- 
tura de um sistema, as moléculas, no seu conjunto, adquirem um conteud 
energético maior [Fig. 5. (3), mas é respeitado o mesmo padrao de distribui 
ño de energia entre elas, Como em um sistema qualquer, a velocidade da re 
io será diretamente proporcional ao número de moléculas com energia iu 
ou maior do que a energia do estado de transição, o aumento da temperatur 
de um sistema acarreta uma maior velocidade da reação química [Fig. 5.1 Œ) 
Por outro lado, se a energia de ativação necessária para а reação ocorrer f 
menor, mesmo mantida a temperatura inicial, um número maior de moléci 
conterá energia maior do que a do estado de transigáo e estará, portanto, e 
дез de reagir [Fig 51 (с) neste caso, a velocidade de reação tam 
aumentada. 
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A redução по valor da energia de ativação pode ser obtida pela presen- 
ça de catalisadores, compostos capazes de aumentar a velocidade da reação 
sem alterar a proporção entre reagentes e produtos encontrada no final da 
reação е sem serem efetivamente consumidos durante o processo. Podem, 
portanto, atuar em quantidades mínimas, ditas cateliticns, várias ordens de 
grandeza menores do que à concentração dos reagentes. O catalisador parti 
cipa efetivamente da reação, sofrendo alterações de sua estrutura química 
durante o processo; invariavelmente, porém, retorna à sua forma original no 
final da reação. 


O processo pelo qual os catalisadores aceleram uma reação química con- 
siste em criar um novo “caminho” de reação, para o qual a energía de ativação 
requerida é menor (Fig. 52) Um exemplo simples desse novo caminho é mce- 
trado na Fig. 53, através da hidrólise de um éster catalisido por iore H`- A re- 
ação consiste mo ataque do oxigênio (que tem carga residual negativa). 
pertencente à molécula de égua, ao carbono presente no éster (que tem carga. 
residual positiva, em virtude de sua dupla ligação com o oxigênio). A energia 
de ativação requerida para atingir o estado de transição é alta, А presença dos 
íons H cria um caminho alternativo para а reação: o fon H' liga-se ао oxigó- 
nio presente no éster, aumentando a carga positiva do carbono е tornando-o 
mais susceptível ao ataque do oxigénio da água, Para esse novo caminho a 
energia necessária é menor е, pertento, em uma mesma temperatura, mais 
moléculas poderio reagir e a velocidade da reação será aumentada pela pre- 
sença de Н, Seguindo modelo semelhante, muitas reações químicas poderão 
ser aceleradas por fons OH”, por fons de metais, ete 
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Praticamente todas as reações químicas que se processam nos organis- 
mos são caalisadas. Os catalisadores biológicos so proteinas chamadas en 
mes. ^ catalise das ¡cago Biológicas € imprescindivel para a conservação e 
reprodução des seres vivis, uma vez que a maioria das reações quimicas que 
ocorrem nos organismos tm, na ausência de catalisadores, velocidades mui- 
to baixas, E comum encontrarmos nas células reações que, na ausência de 
catalisadores, demoram várias horas, dias ou anos para completarem se ou 
m velocidades iguais a zero quando medidas em tempo finito Por exem. 

plo, a oxidação de glicose а CO) tem velocidade praticamente nula: pode-se 
Conservar uma solução de glicose em contato com o oxigênio do ar por mui- 
to tempo, sem que sua concentração seja perceptivelmente alterada. Nas cé- 
lulas, entretanto, graças à presença de enzimas, з reação completa-se em 
minutos. O fato de muitos microrganismos mulliplicaremse com velocida- 
des de divisão menores do que uma hora, 56 é possível pela catálise de suas 
Teações. De fato, as reações catalisadas por enzimas tem velcidades muto 
altas, entre 10 а 10° vezes maiores que as reações mão catalisadas € aigu- 
mas ordens de grandeza malores que as reações catalisadas por catalizado- 
cos inorgânicos 

Alem disso, as enzimas apresentam sobre os catalisadores inorgânicos 
outras vantagens. Como será visto ao longo deste capitulo, graças à sua estru- 
tura complexa, podem apresentar um alto grax de сурсе, propriedade 
ausente nos catalisadores inorgânicos e, portanto sua presença permite asek 
ção das reações que poderão ocorrer em um organismo, ainda que milhares 
де compostos diferentes estejam presentes no interior das cul. É também 
devido as propriedades estruturais das proteínas que a regulação de atividade 
ncêmática se processa, permitindo um ajuste contínuo da velocidade da rea- 
ção catalisada às condições celulares vigentes. Além disso, as enzimas são, 
geralmente, sintetizadas nas próprias celulas onde atuam e sua concentração ce- 
Talar também está sob rigido controle. 

Resumindo, as enzimas (D diminuem a energia de ativação, levandoa 
altas velocidades de reação (2) são muito especificas, (3) são sintetizadas 
pelas próprias células onde atuam, (4) têm concentração celular variável, 
de acordo com as condições fisiológicas e (5) podem ter sua atividade mo- 
dulada, permitindo um ajuste fino do metabolismo зо meio ambiente. O 
conjunto desses aspectos favoráveis justifica о alto investimento energético 
necessário pata à sintese de enzimas € possibilita a manutenção da vida 
como conhecemos 


5.2 — Estrutura das enzimas 

A melhor compreensão das características e propriedades das enzimas. 
depende do conhecimento de sua estrutura. As enzimas são proteínas globu- 
lares e, como todas as proteinas, são heteropolímeros de vinte diferentes 
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aminoácidos; algumas incluem em sua estrutura um componente 
não-protéico, designado grupo prestético. São macromoléculas, com peso 
molecular variando entre cerca de 5.000 a até mais de 1.000.000 de daltons. 
Dálton é uma unidade de massa, equivalente a 1/12 da massa de um átomo 
ае carbono 12. Com exceção da prolina, os aminoácidos componentes das 
proteinas (Fig. 5.4) apresentam uma porção comum: um átomo de carbono 
ligado a uma carboxila, а um grupo amino e а um átomo de hidrogênio. O 
quarto substituinte do Carbono é uma cadeia, chamada grupo К, específica 
para cada aminoácido, As propriedades particulares de ceda aminoácido são 
dadas, portanto, pelo grupo R- 


521 — Estmutura primária 

Na molécula protéica, os aminoácidos estão ligados uns aos outros atra- 
vés da ligação peptidica (Fig. 5.5), estabelecida entre o grupo o-corboxila de 
um aminoácido е o grupo a-amino do aminoicido subsequente, formando 
uma longa cadeia. 
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Note-se que essa ligação é sempre feita com os grupos a; grupos carbc- 
xila e grupos amino presentes no radical R (como no glutamato, aspartato e li- 
sina) jamais participem da ligação peptídica. Portanto, uma cadeia protéica 
“composta por, por exemplo, 150 aminoácidos, terá uma extremidade em que o 
grupo a-amino do primeiro aminoácido estará livre e outra em que à occarbo- 
xila do último aminoácido também estará livre. Por convenção, a cadeia de 
aminoácidos é sempre escrita iniciando-se com o aminoácido que tem o grupo 
camino livre. 


O que caracteriza cada enzima é o número de aminoácidos componentes 
de sua cadeia е a ordem em que elos se encontram. ou seja, а sua estrutura pri- 
rio. Assim, apesar de constituídas por apenas 20 aminoácidos diferentes, es 
possibilidades de estruturas diversas para as proteínas são muito grandes. 
Como se verá em seguida, а estrutura primária é responsável pelas estruturas 
de ordem superior que a proteína exibe em sua forma celular, ou пай. 
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Note-se que а monotonia da estrutura protéica é apenas aparente. A di- 
versidade dos radicais R e as ligações químicas que ocorrem entre eles farão. 
com que cada tipo de proteina, com sua estrutura primária própria, apresente 
uma conformação espacial que lhe é peculiar e Ihe permite exercer sua função. 
que é dependente da sua forma, De fato, a cadeia peptídica linear, como está 
representada abaixo, não existe em solução. 


A cadeia peptídica pode ser, portanto, representada assim: 
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5.22 — Estrutura secundária 


Dois tipos diferentes de organização regular, chamadas estruturas se- 
cundárias, são encontrados nas enzimas А cadeia peptídica pode ter эстен 
tos organizados em a-hélice, Essa estrutura é formada e estebilizada por pon- 


tes de hidrogênio estabelecidas entre o átomo de nitrogênio ¢ o átomo de oxi- 
gênio (Fig. 56). 
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Cada ligação peptidica oferece os elementos para a formação da ponte 
de hidrogênio: um átomo de hidrogênio covalentemente ligado ao nitrogi 
nio e o oxigênio, prese ao carbono por uma dupla ligação. Cada ponte de 
hidrogênio é uma ligação fraca, mas o grande número dessas interações con- 
fere muita estabilidade à estrutura que mantêm. As ligações constituintes do 
eixo Ча cadeia protéica não têm ângulos de 180°, como о esquema apresenta- 
do acima sugere, Os átomos dispoem-se espacialmente como pertencentes a 
uma hélice, com 3,6 aminoácidos por volto, de tol forma que a ligação por. 
ponte de hidrogênio é estabelecida entre os átomos constituintes do uma I 
Басо peptídica qualquer e os átomos da quarta ligação peptídica subse 
lente, que a volta da hélice aproximou da primeira (Fig. 5.7). As pontes de 
hidrogênio dispõem ко paralelamente ao eixo da hélice е os grupos R proje- 
tam-se para о seu exterior. 


O segundo tipo de estrutara secundaria encontrada nas proteinas é chama- 
da folla [урпушайа (Fig. 58). Essa estrutura é formada por um aranjo paralelo 
de dois ou mais segmentos de cadeias peptícicas quase totalmente distencidas 
© também é mantido por pontes de hidrogênio formadas pelos mesmos ele- 
mentos que constituem as pontes de hidrogênio da a-hélice, Nesse caso, po- 
tém, a ponte de hidrogênio une dois segmentos distintos da cadeia protéica, e 
situa-se em posição perpendicular ao eixo da cadeia polipeptídica 


Deve-se notar que a estrutura secundária tem sempre um padrão regu- 
lar, já que é formada por elementos derivados de outra estrutura absoluta- 
mento regular na cadeia protéica а ligação peptídica. As enzimas apresentam. 
em sua conformação espacial, as duas estruturas secundárias descritas. Parte 
da cadeia está organizada em achêlice, parte em folha fi-pregueada e apar 
cem ainda regiões de conformação irregular, conectando os segmentos com 
arranjo definido (Fig 59) 
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52.3 — Estrutura terciária 


A estrutura terciária descreve a conformação tridimensional que a mol 
cula protéica assume em solução. É sua conformação real, pois os níveis inf. 
riores de organização tem apenas interesse didático, não existindo proteins 
que contenham apenas aquelas estruturas, A estrutura terciária explica o de 
bramento da cadeia peptídica com os enroiamentos, dobras е voltas que 

compõem e que a levam a uma forma geral globular, As ligações químico 
que estabelecem e mantêm a estrutura terciária são formadas sempre entr 
Os grupos R dos aminoácidos. Como esses aminoácicos variam em número 
em posição para cada enzima considerada, а organização espacial tamber 
varia para coda enzima. As forças químicas, porem, são comuns a toda: 
Para entender o enovelamento da cadeia protéica, deve-se notar, em prime 
ro lugar, que os grupos R dos aminoácidos podem ser divididos em dois t 
pes (Fig. 54). Cerca de metade deles são apolares e, portanto, hidrotóbico: 
О» outros são polares. Entre estes, alguns apresentam carga elétrica liquid 
(positiva ou negativa) e os restantes, embora não tenham carga elétrica, sa 
polares por apresentar regiões do grupo R mais negativas (como о oxigéni 
do serina ¢ da treonina e o emxofre da cisteína) e regioes mais positiva. 
(como o átomo de hidrogênio ligado àqueles átomos negativos). Como 

água é um solvente polar, os grupos R «polares tendem sempre a aproxi 
mar-se une dos outros (de forma a excluir a água) e, no seu conjunto, situa 
tem-se voltados para o interior da molécula, enquanto os grupos polare 
voltam-se para a superfície, Essa localização diferencial dos grupos К, pro 
vocada pelas interações hidrofóbicas, constitui uma força poderosa de dobra 
mento da cadeia polipeptídica, 


Outras forças devem também ser consideradas. Grupos R com carga elé 
trica positiva (presentes em lisina е arginina) fazem ligações eletrostática 


ма remos 


сот grupos R com carga negativa (aspartato e glutamato). Esse tipo de lige- 
ção, também chamada salina ou nica, € encontrada mais frequentemente 
fa superfície da molécula enzimática, por formar-se entre radicais hidrofr 

соз. pode, porém, estar localizada no seu interior, porque grupos com car 

ga elétrica Situados em um segmento predominantemente hidrofóbico da 
Cadeia polipeptidica sao sequestrados para a região interna da molécula 
pela interiorização da região apolar. Outra força importante de dobramen 

to da o-hélice são pontes de hidrogênio, formadas entre grupos R. Note-se 
que essas pontes, ao contrário das pontes de hidrogênio da estrutura se- 
Cundária, пао apresentem qualquer padrao regular, pois a localização dos 
grupos R capazes de oferecer os elementos para a formação da ponte de hi- 
drogênio estão distribuidos irregularmente ao longo da cadeia peptídica 
segundo a estrutura primária da enzima. 

As interações referidas até aqui como responsáveis pela estrutura tridi- 
mensional das enzimas são todas forças fracas. Mas pode ser encontrada 
também uma ligação covalente fazendo parte das ligações que mantém a 
estrutura terciária das proteinas: são as pontes dissulfto, ou pontes 5-5. Essas 
ligações são formadas por oxidação de dois grupos “SH, cada um dos quais. 
presente na cadeia lateral de um residuo de cisteina, o único aminoácido а 
apresentar -SH no grupo К. Designe-se resíduo de aminoácido à fração da mo- 
leuia de aminoácido efetivamente inserida no cadeia protéica. Nem toda а 
molécula do aminoácido está presente, porque alguns átomos foram elimina- 
dos na formação da ligação peptídica 

É importante ressaltar que a forma espacial da enzima, responsável 
pela sua função, é resultado indireto de sua estrutura primária. Uma muta- 
Чао que levasse à troca de um único aminoácido da longa cadeia polipepté 
dica de uma enzima poderia acarretar sua completa inativação, se o grupo 
R do “novo” aminoácido não puder estabelecer uma ligação de estrutura. 
terciária essencial para a conformação correta da enzima. De fato, é fá 
prever, por exemplo, as consequências para a estrutura terciária da subst 
Iuição de um resíduo de glutamato (com grupo R negativo) por um residuo. 
de lisina ¡com grupo R positivo). A Fig 5.10 ilustra as principais ligações. 
da estrutura terciária 


524 — Estrutura quaternária 


Os termos polipeptídio e proteina não são sinónimos. Polipeptidio é a 
cadeia constituída pelos aminoácidos ligados por ligações peptídicas; tem, 
portanto, uma acepção estrutural. A palavra proteína está associade a uma, 
Função. Muitas enzimas são constituidas por uma única cadeia polipeptí 
ca, organizada espacialmente pelas forças químicas já descritas e, por te- 
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tem uma função, são, é claro, consideradas proteinas, Outras enzimas sto. 
formadas por duas ou mais cadeias polipeptídicas, iguais ou diferentes, 
que isoladamente não tém capacidade catalítica; nestes casos, o termo pro. 

na só pode ser aplicado ао conjunto funcional, e não às subunidades 
(Fig. 5.11), Estrutura quaternária é a organização presente nas proteínas 
compostas por mais de uma cadeia polipeptídica e descreve quantos e qua- 
is monômeros compõem a molécula e como estes monômeros estão associa- 


dos, As forças que mantêm unidos os monômeros componentes de en; 
com estrutura quaternária são as mesmas que mantêm е estrutura terciária, 
ou seja, interações hidrofóbicas, pontes de hidrogênio e ligações salinas, 
formadas, entretanto, entre grupos R de aminoácidos pertencentes a сайе! 
as polipeptídicas diferentes. A exceção são as pontes dissulfeto, ausentes 
da estrutura quaternária. 
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5.3 — Ação catalítica das enzimas 

A partir da estrutura protéica pode-se entender melhor as propriedades. 
catalíticas das enzimas. O primeiro ponto a considerar éa grande diferença de 
tamanho entre à enzima e seus substratos. Um exemplo numérico: a enzima 
urease, que catalisa a reação de hidrólise da uréia, tem peso molecular aproxi- 
mado де 500000 diltons, enquanto à uréia tem peso molecular de 6) ea sgua 
de 18. O investimento energético para a sintese de uma molécula protéica tão 
grande justifica-se pela obtenção de uma estrutura muito precisa, com reer- 
trâncias de forma apropriada e com grupos químicos localizados em posições 
exatas para servir à catálise. Para que esta seja exercida, os reagentes (aqui 
chamados sulstiatcs) devem ligar-se à molécula da enzima em uma região es- 
pecilica de sua superficie, chamada sítio ativo. O sítio ativo é uma cavidade 
com forma definida, aberta na superficie da molécula globular da enzima, 
constituida por grupos К de aminoácidos que podem estar distanciados na es 
trutura primária da proteina, mas que os dobramentos da estrutura terciária 
trouxeram à proximidade uns dos outros. É essa forma definida do sítio ativo 
que confere especificidade à catálise enzimatica: para ser reconhecida como. 
ubstrato uma molécula deve ter а forma adequada para acomodar-se no sitio 
ativo e os grupos químicos capazes de estabelecer ligações com os grupos R 
ali presentes (Fig 5.12) 
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A relação espacial entre substrato e enzima não deve ser vista segundo 
“um modelo rígido de chave-fechadura. A aproximação е a ligação do substra- 
to à enzima altera o delicado balanco de forças responsáveis pela manutenção 
da estrutura tridimensional da enzima, amoldando sua forma à forma do 
substrato e fazendo-a adquirir uma nova conformação, ideal para а catálise. 
“Assim como a enzima, os substratos têm sua conformação tensionaca e distor- 
cida, aproximando-se da conformação do estado de transição. Além disso, o 
substrato, corretamente posicionado no sitio ativo, está próximo de grupos К 
decisivos para а catálise. Retomando o exemplo mostrado na Fig, 53, o grupo 
positivo Н da catálise nio-enzimática poderia ser substituido por um radical 
К positivo de um aminoácido do sitio ativo na catilise enzimática, passando, 
portanto, а reação a independer dos choques casuais entre as moléculas dos 
reagentes. É esse conjunto de mecanismos que torna а catálise enzimática tão 
eficiente. 


4 - Inibição da atividade enzimática 
A catálise enzimática pode ser impedida por compostos, que , quando 
presentes no meio, ligam-se diretamente à enzima, impedindo sua ação, Exis- 
tem basicamente dois tipos de inibidores: competitivos. não-compettivos. 
Os inibiores competitivos são substâncias que têm forma estrutural sufi- 
cientemente semelhante à do substrato para poderem ligar-se ao sítio ativo da 
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enzima. Faltam-Ihes, entretanto, grupos químicos que pudessem levar a rea- 
ção acabo; o resultado da sua presença no meio de reação é o estabelecimento 
de uma competição entre as moléculas do inibidor competitivo e as do subs- 
trato pela ligação сот о sitio ativo da enzima (Fig. 5.13). Naturalmente, o por- 
contual de inibição resultante dependerá de dois fatores: (1) as concentrações 
relativas de substrato e inibidor competitivo; (2) da afinidade diferencial da 
enzima pelo substrato e pelo inibidor. Por suas características, a inibição com- 
petitiva é bastante especifica. 
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Os inibidores nio-competitizos têm mecanismo de ação completamente. 
diverso, Sua forma estrutural rão guarda qualquer semelhança com a do 

jo é exercida pela sua capacidade de ligar-se a grupos R es- 
pecílicos, geralmente fora do sítio ativo. Essa ligação, altera a estrutura da en- 
ima, impedindo a catálise, Por exemplo, fons de metais pesados, como Pb” e 
Н” ligam-se facilmente a grupos «SH. Estes são grupos frequentes em protei- 
nas (presentes nos grupos R de cisteina). A ação inibitória dos ions é, por isto, 
bastante inespecífica, incidindo sobre um grande numero de enzimas, o que 
explica а toxidez destes ions metálicos, alvo atual de sérias preocupações am- 
bientalistas. 


Os inibidores competitivos, pela sua especificidade têm tido largo em- 
prego terapéutico e constituem um instrumento potencialmente interessante. 
no controle de vias metabólicas. A presença de inibidores não-competiivos, 
nos organismosé, geralmente, acidental 


55 — Regulação da atividade enzimática 
Os organismos podem regular a velocidade de uma reação catalisadi 
enzimaticamente em dois níveis diferentes. Primariamente, a síntese da enzi 
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ma é um processo controlado, respondendo às variações das condições « 
meio. Como a velocidade da reação catalisada é diretamente proporciona! 
concentração da enzima, uma maior velocidade de síntese p 
metabólica da qual a enzima participa: о contrário também é 
Esse nível de regulação está localizado no processo de transcrição do ge: 
que codifica a enzima е é objeto de estudo da Biologia Molecular. 

As enzimas já sintetizadas, porém, não têm uma atividade constante; e 
tão sujeitas a um segundo nível de regulação. А modulação de sua atividas 
pode dar-se através de regulação alostérica ou modificação covalente. 


5.5.1 — Regulação alostérica 

Alguns compostos produzidos pelo metabolismo têm a propriedade ¢ 
ligerem-se, com айа especificidade, a uma regido de determinadas enzima 
designada sítio alostérco, diferente do sítio ativo. Como € possivel prever, a | 
aso de um composto qualquer modifica a estrutura terciária da enzim 
com dois resultados possíveis: a nova conformação pode auxiliar a catálise с 
prejudici-la. No primeiro ceso, o composto é dito efetuador alostérico positivo 
no segundo, efetundor alostérico negativo; a enzima que apresenta o sítio alost 
tico, е portanto pode receber o (ou оз) efetuador alostérico (ou os efetuadore 
alostéricos), é chamada enzima alostóica (Fig, 5.14). 
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Fase recurso para a regulação da atividade enzimática é largament 
empregado pelas células no controle do sou metabolismo. Praticamente to 
das as vias metabólicas contam com uma reação catalisada por uma enzim. 
alostórica, sensível a algum dos produtos finais da via, que atua como efetue 
dor alostérico negativo. A ligação do efetuador alostérico à enzima é reversi 


ме rece 


«contra ligada ao efetuador 


vel e, portanto, o porcentual de enzima que se 
está há dependência da concentração deste. Quando o composto acumula-se 
di vistude do alto funcionamento da via, sua ligação à enzima alostérica 
coria diminuição da velocidade da reação por ela catalisada е a via é desa- 
Celerada, Se, a seguir, o ofetuador alostérico é consumido por outra via, a di- 
Fninuição de sua concentração provoca seu desligamento da enzima, que volta 
à funcorar com velocidade “normal”. O processo constitui um mecanismo 
perfeito de feedback, impedindo o acúmulo de produtos desnecessários. O efei- 
lo alostérico é especifico para um par efetuador alostérico-enzima, Assim, um 
determinado composto pode atuar como efetuador alostérico negativo sabre al- 
amas enzimas e tomo efetuador alosiérico positivo sobre outras, pertencentes 
à vias metabólicas diferentes. Quando a concentração celular do efetuador 
alostérico aumenta, algumas vias são inibidas mas, simulteneumente, outras 
vias são estimuladas, tornando harménico o funcionamento celular 


552 - Modificação covalente 

Algumas enzimas são submetidas a um processo de regulação que con- 
siste na ligação covalente de um grupo químico à sua estrutura. Um exemplo 
Frequente € a transferência de um grupo fosfato, proveniente do ATP (ou scjo, 
Adenosina Trifoslato, o principal composto de alta energia presente nos orga- 
sismos) para a enzima alvo (Fig. 5.15). Naturalmente, a presença do grupo 
fosfato acarreta a mudança da conformação espacial da enzima, outra vez 
com duas conseqúéncias possíveis para algumas enzimas а nova conforma- 
São é cataliicamente inativa: para outras, só então forma-se um sitio ativo. 
funcional, Assim, quando várias enzimas são simultaneamente fosforiladas, o 
metabolismo é drasticamente alterado, sendo acionadas vias que estavam ina- 
tivas e inibidas vias até então funcionando. 
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56 — Influência do meio sobre a 

A estrutura e a forma do sitio ativo são uma decorrência da estutura 
dimensional da enzima e podem ser afetadas por quaisquer agentes capa 
Че provocar mudanças conformacionais na estrutura protéico. lso torna a, 


vidade enzimática dependente do meio ambiente, notadamente do pH e tem- 
peratura. 


561 - pH 

А maioria das enzimas apresenta um valor de pH para o qual a sua ati- 
vidade é máxima — a velocidade da reação diminui à medida que o pH se 
afasta desse valor ótimo, que é característico para cada enzima mas, com fre- 
qüéncia, está próximo do pH neutro. A influência do pH sobre a catálise enzi- 
mática só pode ser compreendida a partir da análise dos grupos dissociáveis 
presentes nos grupos R dos aminoácidos. De fato, histidina, arginina, lisina, 
glutamato, aspartato, cisteína e tirosina (Fig. 5.4) têm grupos R que podem ser 
considerados ácidos fracos de Brónsted. Pela definicáo de Brónsted, ácidos 
são compostos capazes de dissociar-se, liberando Н`. Ácidos fracos são aque- 
los em que a dissociação nio é completa, restanto em solução também uma 
porcentagem do ácido não dissociado; existe, portanto, um equilíbrio químico 
que pode ser escrito: 


HAS A+H 

Como à equação acima sugere, as concentrações relativas de HA e de A 
dependem do pH. Quando о valor do pH é baixo (alta concentração de pró- 
tons), o equilíbrio rearranja-ce pelo aumento da concentração de HA е diminui- 
ção da concentração de A. Quando o valor do pH é alto (baixa concentração de 
prótons), ocorre o inverso. Os grupos R dissociáveis dos aminoácidos com- 
portam-se de maneira análoga, como está exemplificado na Fig 5.16. Portan- 
to, cada grupo apresenta-se ligado ou não ao próton, dependendo do pH. 
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Figura 5.16 - Dasocação dos gupos À de aspartato (1) ede bi (o) 


A forma dos aminoácidos representada na Fig. 54 são as predominantes 
em pH = 7. Nesse valor de pH, alguns grupos R (como o grupo -СОО presen- 
te no glutamato e no aspartato) encontram-se dissociados e com carga elétrica. 
Outros (como o grupo -NH, da lisina) encontram-se associados ao próton 
mas também têm carga elétrica nesta situação, Uma enzima que se encontras- 
se em solução de pH igual a 7 apresentaria, portanto, os grupos К de seus 
aminoácidos na situação descrita е, portanto, aptos a formar ligações eletros- 
táticas importantes na estrutura terciária da molécula. Se o valor de pH da so- 
lução for diminuído, alguns grupos do tipo -СОО captam prótons, atendendo 
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зо aumento de sua concentração o à necessidade de reajustar o equilibrio da 
dissociação. Convertem-se, assim, em -COOH, perdendo a carga elétrica. A 
ligação eletrostática da qual eventualmente participavam (-COO- - NH.) 
deixa de existir e a estrutura espacial da enzima é alterada. Analogamente, 
se o valor de pH for elevado, grupos do tipo -NH, serão dissociados, con- 
vertendo-se a - NH, , perdendo também a carga elétrica; a ligação eletrostáti- 
ca da qual participavam será igualmente desfeita. Além de contribuirem 
para a manutenção da estrutura terciária da enzima, alguns desses grupos po- 
dem fazer parte do sítio ativo e para exercerem seu papel deverão apresentar 
carga elétrica, 

Em resumo, a influência do pH sobre a catálise enzimática 6 exercida 
sobre os grupos dissaciáveis de vários aminoácidos, Alguns desses grupos 
podem fazer parte da sítio ativo ou serem importantes na manutenção da es- 
trutura espacial da molécula. A cada valor de pH, alguns desses grupos 
apresentam-se protonados ou desprotonados. Existe uma concentração 
drogeniónica que propicia um determinado arranjo de grupos protonados e 
desprotonados, que leva а molécula de enzima à conformação ideal para 
exercer seu papel catalítico. Esse pH ótimo depende, portanto, do número e 
tipo de grupos ionizáveis que uma enzima apresenta, ou seja, depende de 
sua estrutura primária. Por outro lado, quando o substrato contém grupos 
ionizáveis, as variações de pH também poderão afetar sua carga. A eficién- 
cia da catálise dependerá, então, de encontrarem-se, enzima e substrato, com 
“conformação e carga adequadas para permitir sua interação. 


5.62 - Temperatura 

A influência da temperatura sobre a cinética da reação enzimática deve 
ser entendida em duas fases distintas: em principio, aumentos de temperatu- 
ra levam a aumentos de velocidade de reação, por aumentar a energia cinti 
ca das moléculas componentes do sistema, aumentando a probabilidade de 
choques efetivos entre elas. Esse efeito é observado em um intervalo de tem- 
peratura compatível com a manutenção da estrutura espacial da erzima. 
Temperaturas mais altas levam à desnaturação da enzima, ou seja, à perda de 
sua estrutura nativa, catalítica, por alterarem as ligações químicas que man- 
têm sua estrutura tridimensional. Rompides as pontes de hidrogênio, que 
são ligações bastante termolábeis, desencadeia-se uma cascata de alterações 
estruturais, levando a enzima a uma nova conformação ou а um estado sem 
estrutura definida; a enzima é dita, então, desuaturade. À temperatura que 
provoca desnaturação naturalmente varia para cada enzima mas, geralmen 
te está pouco acima de sua temperatura ótima. 


5.6.3 — Desnaturação 


A desaturação protéica € entendia como a perda da estrutura que pro- 
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vam apenas as ligações covalentes da estrutura protéica, ou seja, as ligações 
peptídicas (da estrutura primária) е as pontes dissulfeto [da estrutura terda- 
Ша}. Não só temperaturas elevadas levam à desnaturação. Outras variáveis do 
meio que afetam as ligações químicas têm o mesmo efeito. Assim, tores ex- 
remos de pH, provocando protonação ou desprotonação de grupos, ocasionam 
perda da atividade da enzima. Os detergentes contem porçoes hidrofóbicas em 
Suas moléculas e sua presença em solução Interfere fortemente nas interações. 
hidrofóbicas entre os grupos R, importantes na manutenção da estrutura pro- 
téica. Solventes apolares, mudando a constante dielétrica do meio, alteram a 
força das ligações eletrostáticas, provocando desraturação. Na maior parte 
dos casos, a desnaturação é um processo irreversivel 


57 - Cofatores e coenzimas 

Multas enzimas necessitam da associação com outras moléculas ou fons 
para exercer seu papel catalítico. Esses componentes da reação enzimática são 
Benericamente chamados co fatores, Os co fatores podem ser fons metálicos ou 
Moléculas orgánicas, não protécas, de comploxidade variada, que recebem с 
nome de cocinas 

Os fons metálicos ligam-se a grupos R de aminoácidos da cadeia pro 
téica ou estão presentes em grupos prostéticos. Cumprem papel decisivo ne 
catálise, participando efetivamente da reação química. Algumas enzimas 
aceitam vários fons metálicos bivalentes como ativadores, como Ca”, Mg” 
ош Mn”, enquanto outras exigem um fon específico para a catálise. Esse for 
podeser de Fe , Cu, Ni, Co, Zn, Se ou de outros metais. 


As coenzimas atuam como aceptores de ¿tomos ou grupos funcional 
retirados do substrato em uma dada reação e como doadores destes mesm 
grupos ао participarem de uma outra reação e, por Isto, diz-se que es coenzi 
mas são transportadoras de determinados grupos (Quadro 5.1). Durante « 
catálise, coenzima e substrato acham-se alojados no centro ativo da enzima 
consistindo a reação na remoção de determinado grupo químico do substrate 
© sua transferência para г coenzima, ou vice-versa. Vê-se portanto, que as co 
enzimas não apenas sofrem modificações em sua estrutura ao participar de 
uma reação enzimática, mas são necessárias em quantidades estequiométrica 
em relação ao substrato. Todavia, o fato de as coenzimas estarem sendo cons 
tantemente recicladas, oscilando entre apenas duas formas, permite que sua 
concentrações celulares possam ser bastante reduzidas, muito menores de 
que as concentrações de substrato. 
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Quadro S - Coenzima e gupos orcs ап ou eim en deretesreapes 
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Nem sempre é imediata a diferença entre substrato е coenzima. No en 
tanto, um critério diferencial é o fato de o substrato sofrer novas altera 
nas reações metabólicas subsegúentes, enquanto a coenzima, através de outra! 
reação, volta à sua forma original. À reação que modifica a coenzima e a rea 
ção que restaura sua forma original são catalisadas por enzimas diferentes 
específicas, que têm em comum apenas o fato de utilizarem а mesma coenzi- 
ma. Além disso, no maior parte das reações, a ligação da coenzima à enzima! 
precede a ligação do substrato enzima. 

Em alguns casos, а coenzima encontra-se covalentemente ligada à mol 
cula enzimática, constituindo, portanto, um grapo prostético da proteín: 
outros casos, а coenzima é uma molécula “livre”, reunindo-se à enzima aj 
nas no momento da catálise. Duas coonzimas transportadoras de hidrogêni 
podem servir como exemplo das duas possibilidades: a flavina adenina dim 
<leotidio (FAD) aparece sempre como grupo prostótico de enzimas, enquant 
a nicotinamida adenina dinucleotídio (ХАР?) é geralmente livre, poden: 
atuar como coenzima de divorsas enzimas (Figs 517 518). 


A estrutura química das coenzimas é bastante variável. Algumas соеп 
mas, comoo ATP eo СТР (guanosina trifosfato), são integralmente sintetiza 
pelas celulas, Outras apresentam em sua molécula um componente orgâni 
que não pode ser sintetizado pelos animais superiores. Esse componente, 
“um precursor imediato, deve então ser obtido através da dieta, constituin 
uma vitamina. As vitaminas são, portanto, compostos orgânicos indispensável 
ao crescimento e funções normais dos animais superiores e que, ao contrário 

Carboidratos, proteínas e lipídios, são requeridos ma dieta em pequenas qua 
dades (microgramas ou miligramas diários), já que são precursores de coo 
mas, cujas concentrações celulares são muito pequenas. Na Microbiologia. 


incluem-se entre os compostos que, genericamente, são chamas 


stares de crescimento, assinalando à necessidade de sua presença no meio de 
itura para o desenvolvimento do microrganismo. A necessidade desses 
Compostos varia com a espécie. Escherichia col, uma bacteria comum no trato 
intestinal humano, é capaz de multiplicar-se em uma solução contendo ape- 
nas uma fonte de carbono (glicose, por exemplo), uma fonte de nitrogênio 
(NH, por exemplo) e alguns sais minerais; é, portanto, capaz de sintetizar to- 
dos os compostos necessários à sua manutenção e reprodução, inclusive aque- 
les que, para оз animais superiores, constituem vitaminas, Outras espécies 
bacterianas necessitam vitaminas, amincacidos, bases nitrogenada», te. 
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As vitaminas são classicamente divididas em hidrossoláveis e liposso- 
veis. São hidrossolúveis: tiamina (vitamina B), riboflavina (В), ácido pan- 
totênico (B,), nicotinamida (B), piridotina (B.). biotina (В), ácido fólico (BJ 
cobslamina (B, е ácido ascórbico (C). As vitaminas A, D, E e K são lipossc- 
luveis As vitaminas hidrossoltiveis são as que têm função de coenzimas ou 
fazem parte de moléculas de coenzimas. A participação das vitaminas lipos- 
solves nas reações metabólicas é muito menos conhecida. 
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5.8 - Medida da atividade enzimática 

As medidas de concentração de soluções, expressas om unidades de 
massa por unidades de volume, de uso corrente na Química, não tém aplica- 
qo pare soluções enzimáticas, já que para estas o que importa não é a massa, 
зга atividade, Uma solução de enzimas desnaturadas conserva a massa 
protéica mas a propriedade catalitica está perdida. Desnaturações parciais po- 
бот levar duas soluções de mesma concentração enzimática a ter atividades 
muito diferentes 


Em virtude do exposto, a dosagem de enzimas é compre feita através 
do medida de sua atividade, que é avaliada pela velocidade da reação que a 
enzima catalisa. Dede a especificidade des enzimas, essa medida é possível, 
mesmo na presença de outras proteínas. Para efetuar essas dosagens, uma 
amostra da solução contendo a enzima é incubada com concentrações altas. 
Че substratos (para garantir « velocidade máxima e impedir que pequenas. 
Variações na concentração do substrato possam afetar as medidas), А veloci- 
dade da reação é medida e expressa em Unidades Internacionais. Uma Uni- 
dade Internacional (U) é a quantidade de enzima capaz de formar 1pmol de 
produto por minuto em condições ótimas de medide (pH, temperatura etc), 
especificadas para cada caso. 
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A medida da atividade enzimática é imprescindivel para monitorar а 
purificação de uma enzima. Quando se pretende purificar uma enzima, ini- 
{зе о processo de isolamento a partir de um macerado de células, órgão ou 
tecido, о extrato celular, Tomando uma amostra desse extrato, deve-se deter- 
minar a atividade da enzima de interesse [em U/mL, geralmente) e а quant 
dade total de Unidades presentes no volume total do extrato. Para edutar um. 
parâmetro que permita a comparação com outras preparações ¢ com etapas 
Posteriores do processo de purificação, é necessário usar um referencial а re- 
ferência habitualmente utilizada é a concentração total de proteina presente 
na preparação. Define-se, assim, а atividade específico, ou seja, o número de 
Unidades de enzima por miligrama de proteína. Processada a primeira etapa 
em direção à purificação da enzima, são fitas novas medidas de atividade e 
de concentração de proteina, e calculada a nova atividade específica. Se a eta- 
pa de purificação foi bom sucedida, а atividade específica encontrada deve 
umentar. Esso aumento significa, naturalmente, que o procedimento adotado 
liminow proteínas indesejáveis. Novos processos de purificação são efetua- 
dos até que, no caso ideal, a atividade específica da preparação torna-se máxi- 
ma е constante, indicando que a enzima está pura. 


5.9 - Classificação е nomenclatura 

Pelas regras oficiais de classificação e nomenclatura, as enzimas são di 
vididas em seis grupos, de acordo com o tipo de reação que catalisam (Qua- 
¿ro 52) Cada um desses grupos é ainda subdividido em classes e subclasses, 
numeradas de tal forma que cada enzima possa зет identificada sem ambigi 
dade. Assim, por exemplo, a enzima que catalisa a remoção de elétrons do 
etanol (portanto, uma onidorredutase) é designada dicoo: NAD :xidoredutase 
© recebe o número de classificação EC 1.1.11. (EC, de Enzyme Comission). 
Essa nomenclatura oficial é, ne prática, muitas vezes desobedecida, em favor 
Че nomes mais simples ou que se tornaram clássicos. Assim, por exemplo, a 
“encima citada que cataliza » oxidação do etanol é comumente referida como 
levo desidogenase; a enzima que catalisa a sintese de glicogênio (oficialmente 
designada UDPglicoseglicogénio + D'glicosdtrensferese) é chamada glicogênio 
sintas. Como se vê nesses exemplos, na nomenclatura usual, o nome é dado 
indicando o substrato, seguido de uma outra palavra terminada em ase que 
especifica o tipo de reação que a enzima catalisa. Mosmo essa forma simpli 
ala de nomenclatura aprecenta exceções, como é o caso das enzimas digesti- 
аз: pepsina, #трэйтө cc, cujos nomes triviais tornaram-se clássicos antes que 
as regras sistemáticas de classificação e nomenclatura fossem estabelecidas. 
Apesar disco, não é necessário memorizar os nomes das enzimas pois, com 
tum pouco de prática, é possível prever o nome da enzima conhecendo-se a re- 
ação que ela catalisa, ou vice-versa 
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Quadro £2 - Casio as ras do Eee Coon 
E TIPO DE REAÇÃO 


EO Onidoriedução 
Oxtdorcttmes A BeAr 


Tanserinca ae grupos 


2- Transferases و‎ 


э-н наше 
A-B + HO AH + вон 


“Adição de grupos a duplas ligações ou 
remeçãode grupos, deixando dupla liic 


4- Lines K 


Ad O 


Rearrarjosintramoleculares 


5- sonense AE 
ieii 
A-B O A-B 


Condenação de duas moléculas, amociada 


A hidrólise de uma ligação де alta 
6- gs energia (en geral de ATP) 


A+B AB 
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CAMINHOS 
METABÓLICOS 


Otto Jesu Crocomo e Luiz Eduardo Gutierrez 


6.1 — Introdução 

Todas as reações químicas que acontecem no contexto da célula e, por- 
tento, São reações bioquímicas, são importantes para o aparecimento e conti- 
muação da vida sobre Terra; mas há algumas que historicamente apresentam 
maior importância, É о caso das reações da fermentação de carboidratos, mais 
especificamente de hexoses, que Gay Lussac em 1815 representou pela seguin- 
teequação geral: 


C,H,O, > 2CH,CH,OH + 2C0,;AF = -56000cal / mol [m 


Na realidade, a reação bioquímica representada por essa equação englo- 
ba uma série de reações intermediárias elucidadas, graças à descoberta pelos 
irmãos Büchner nos finais do século passado em células de levedura, de eni 
таз que Seriam responsáveis pelo processo fermentativo, е aos exaustivos tra 
balhos de Parnas, Embden, os Con, Lori, Meyerhoff, Warburg e muitos outros 
pesquisadores, na primeira metade deste século, A degradação de glicose nos 
músculos dos animais e а fermentação alcoólica em leveduras são semelhantes, 
o que facilitou a visuslização das reações A bioquímica comparada auxiliou 
grandemente o avanço dos conhecimentos nessa área. Fases resultados foram 
corroborados com o uso de técnicas isotópicas em levedura por KOSHLAN 
WESTHEIMER” fazendo com que se estabelecesso definitivamente a seqüêr 
cia de rações bioquímicas que recebe o nome de glicólise, ou seja, а molécu- 
la de hexose [representada pela glicose) é cindida (lisis) em um determinado. 
momento na série de reações, Inicialmente há formação de açucar fosforilado, 
seguindo-se seu desdobramento até triosefosfato, o qual sofre oxidação pro- 
duzindo finalmente piruvato, produto final ca glcolise. 


62 - Processos de obtenção de energia 


62.1 — Glicólise ou via de Embden-Parnas-Meyerho! 

O caminho metabólico da glicólise envolve várias fases: 

1º fase — Fosforilação do açúcar 

No final do século passado es trabalhos de Cremer apontaram pará o. 
fato de que extratos de levedura contendo 10% ou mais de acucares ferme 
tesciveis eram capazes de sintetizar glicogênio. Observou-se posteriormente 
que o glicogênio era metabolizado em levedura, através de processos de fos 
forilação e que o produto era uma mistura de glicose e frutose-S-fosínto. Nos 
finais da década de 30, o grupo de Cori demonstrou que extratos de músculos 
dializados degradavem glicogênio a glicose 1 fosínto (chemada éster de Cre- 
mer Cori), pola ação do uma fosfocilso, que existo em células de levedura. 
Observe-se que embora osta enzima soja dot wodura, o glicogênio 
não pode agir como única fonte de carbono in vivo uma vez que essas células 
não produzem as smilases necessárias para a sua degradação. 

A glicose-t-loslato é convertida em glicose-O-fosfato (éster de Robin- 
son) pela encima fosfoglicomutase, que é encontrada em células de levedu- 
те. ons manganês, magnésio ou cobalto são exigidos como fatores para a 
ação dessa enzime, que catalisa a transferência do grupo fosfato do C-1 para 
Се da molécula Че glicose. Essa complexa reação foi olucidada pelo grupo. 
de Leloir, no Argentina, evidenciando a glicose 1,6-difosfsto como сооп 
ma. Utilizando compostos marcados com ^P, os pesquisadores observaram 
uma troca entre o grupo fosfato marcado na enzima (losfoglumutase) е gli 
coso-I-fosfato, o que permitiu resolver não somente o modo de tansiorincia 
do grupo fosfato mas também o envolvimento de glicose-L6-difosfato na 
reação 

A enzima age sob duas formas, uma fosforilada (fosfocnzima) e uma 
não fostorilada (defosfocnzimá): 

A) A fosfcentima transfere o grupo fosfato para a molécula de gli- 

соме очко, produzindo-se glitose-L6-difostator 


dada em 


Giicose-I-tostato + tosioenzima e» 


gilcose-Li-difosfaro + defesfoenzima. вз 
в) A detostoenzima reage com glicose-1 bdifostato: 
Glicose-1,6-difoslato + defosioenzima «+ 
вз) 


licosc-6-lostato + ostoenzima 


rr 179 


Segue-se, então a isomerização de glicose-6-fosfato em frutose-6-fosfato 
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Figura 61 komeizagio eveiise beso ion 


А formação dessas duas fosfohexoses pode dar-se também pela trans- 
feréncia de fosfato da molécula de adenosina trifosfato (ATP) para a molécu- 
la de glicose ou de Irutose, pela ação de hexoquinase, em presença de fons 
magnésio: 


Glicose + ATP «> glicose-fsfato-e ADP єз 

Fratose + АТР «> frutose-b-fosfato + ADP єз 

O equilíbrio da reação desloca-se no sentido da formação dos ésteres 

fosforilados, entretanto experimentos com glicose--fosato- C e glicose- C. 
indicam que ela éreversivl 


Hexoquinase exige Mg" porque um dos componentes (ATP) da reação 
nào está sob a forma de ATP? e sim na do complexo MgATP* (Fig. 62). 


Mor 
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Por outro lado, glicose-é-fosfato sofre isomerização produzindo frus 
tose-6-fosfato pela ação da enzima fosfoglicomutase. Essa reação envolve a 
migração do oxigênio carbonílico do C-1 para o C-2, exige também i 
magnésio e é prontamente reversível. 


Gliccse -loslato é» frutose-6-fosfato 666) 

Uma vez formada, frutose-6 fosfato converte-se em frutose-1,6-difesfato 

(éster de Harden Young), em presensa de ATP e fone magnésio, em uma rea. 
ocaalizada pela enzima fosofeutoquinaco 


Frutose-b-fosfato + ATP o» frulose-16-difosfato-+ ADP (67) 
2º fase = Desdobramento do açúcar fosforilado 
Graças à ação de frutose difosfato aldolase, ou simplesmente aldolase, a 
frutose-1ó-difosfato é cindida em duas moléculas de triosefosfato: fosfodii- 
droxiacetona (РОНА) e gliceraideido-3-fosfato (GA-3P). Tão logo são forma- 
das, essas duas trlosefosfatos entram em equilibrio entre si, em presença de 
fosfotrioscisomerase. 


Frutose-14-difosfato e» 


diidroxiacetona fosfato + gliceraldeido-3-fosfato (65) 


Essa reação é а cisão da molécula original de hexose que fol fosforlada 
тоз C- e 6, е então clivada para formar as 2 moléculas de trioscíosíato, as quais 
na renlidade cão moléculas de glicoraldoíido-3 fosfato, uma vez que as reações 
posteriores dependem de GA-3P e, portanto, esta molécula é que será desassi- 
milada, dando formação a ácida 3-fosfoglicérico. 

3. fase = Oxidação de triose-fosfato 


Needham estudou a oxidação de 3-fosfogliceraldeído em celulas de 
músculos e Meyerhoff, e também Green, em musculos e células de levedura. 
Trabalhos posteriores de Negelein e de Warburg demonstraram que a oxida- 
ção processa-se em duas etapas: inicialmente a molécula de СА 2Р dá forma. 
ção à 3 fosfoglicoril fosfato (também denominado ácido 1,3-difosfoglizérico: 
T5-DPCA) om uma roação catalisada pola ensima dosidrogonaso de gliceral- 
deido-3.fosfato е que exige fosfato indrgânico e dinuclestido de nicotinami 
da-adenina oxidado (NAD) A oxidação da forma aldeídica é precedida pela 
sua fosforilação, com formação de um éster tíólico como intermediário. Glu- 
tationa funciona como grupo prostético da desidrogenase de GA-3P, que é 
uma enzima-SH. Desse modo, а oxidação de triosefosíato pode ser visualiza- 
dana Fig. 63. 
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Figura 63 - Osisiode viuo 


Essa é uma das reações glicolíticas onde ocorre conservação de energia a 
qual, posteriormente, aparecerá sab a forma de ATP. Observe-se que durante 
A reação о grupo aldeido de GA-3T sofre desidrogenação, produzindo um ani- 
drido carbexilico com o ácido fosfórico (Pi = fosfato inorgânico) Esse anidri 
doé o Mosfogliceri-fosfato que é um acil fosfato com alta energie livre de hi 
drólise padrae(AG* = -11,8 kcal/mol) localizada no C-1 de sua molécula. A li 


[ue 


paso fosfórica do C-3 é de baixa energia livre de hidrólise padrão, cerca de 
32 kcal/mol. 
A enzima gliceraldeido fosfato desidrogerase tem peso molecular igual 
a 140.000 contém 4 subunidades idénticas, cada uma consistindo de uma ca- 
dela polipeptídica simples, com aproximadamente 33) resíduos de aminoáci- 
dos. А enzima é inibida por lodoscetato, que se combina com os grupos -SH 
essenciais da enzima, inibindo-a. A descoberta dessa inibição é um dos mals 
portantes marcos na história da elucidação dos passos metabólicos compro- 
os na glicólio е no processo fermentativo. 


Na segunda etapa, a enzima fosfogliceroquinase, na presenca de fons 

magnésio, catalisa a transferência do grupo acilfosfato rico de energia para o 

ADP, recuperando a energia sob a forma de ATP. Ao mesmo tempo forma-se 
ido 3-fosfoglicórico (3-РСА} 


3-fosfoglicerliosiato + ADP «э ácido 3-fosfoglicérico + ATP 
(4G = 4, 50 keal/mal) 

Essa reação mais а que a precede, constituem um processo de acople 
mento bioquímica de energia. 

Nos estudos Iniciais da glicólise, Embden observou que extratos de müs- 
calo eram capazes de metabolisar 3-PGA, com formação de piruvato e fósforo 
inorgánico. Essas observações focam seguidas pelis de Lohman e de Meyerhofi 
queiselaram o ácido 2.fosfoenolpirúvico como intermediário nesta reação. 


165) 


A formação desse ácido fosforilado ocorre pela climinação de água e 
desvio do grupo fosíórico da posição СЗ para a posição C4 na molécula de 
3-PGA. Postulou-se, então, e comprovou-se, que em extratos de levedura o 
2-PGA era intermediário na reação. A conversão de 3-РСА em 2. PCA se dá 
graças à ação da ensima fosfogliceromutase, que requer o ácido 
23-lilosfoglicérico (2.3-DPGA) como coenzima (ig. 64). 
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Figura 64 - салта dı comento е SPGA em 27GA 


4º fase = Formação de piruvato 


А formação do produto final da glicólise, piruvato, é precedida pela. 
moção de uma molécula de agua de 2PGA, catalisada por enolase, produzin 


— ш 


do fosfoenolpiruvato (РЕР) em presença de íons magnésio, em uma reação 
com geração de composto fosfatado rico de energia: 


2losfogliceroto e» fostoenolpiruvato + HO 
(OG = + 0, 44 Kcals/mol) 0 

А energia livre de hidrólise padrão de РЕР é de cerca de -14,8 kcal, en- 
quanto que a de 2-PGA é de cerca de -4,2 Kcal. A perda da molécula de água 
de 2-PGA determina uma redistribuição de energia dentro da molécula, crian- 
do uma molécula com alla energia livre, que é liberada quando o grupo fosfa- 
to de PEP é posteriormente hidrolisado. 

A enzima enolase possui peso molecular igual a 85.000 e exige fons mag- 
nésio, que formam um complexo com a enzima antes da união com o substrato. 
A enzima é inibida por fons fluoreto e fosfato; na realidade o fon fluorfosfato 
une-se ao magnésio, formando o verdadeiro agente inibidor. Entretanto, fons 
manganês podem substituir cs fons magnésio como co-fatores da enzima, e 
nesse caso não ocorre a inibição. 


Finalmente, pela ação de quinaso pirúvica, fosfosnolpiruvato transfere 
seu grupo fosfato rico de enegia para o ADP, com formação de enclpiruvato e 
ATP, em presença de ions magnésio е potássio 


Fosfoenolpiravato + ADP «> enolpiruvato + ATP (61D 

A forma enólica de piruvato sofre um rearranjamento rápido e não enzi- 

mitico para produzir a forma cetónica (cetopiruvato), que predomina em pH 
70 (69.65) 
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O equilibrio dessa reação desloca-se para a direita e, por ação de massa, 
a reação de quinase pirúvica é direcionada para a formação de cetopiruvato, 
“dando uma reação global assim representada: 


Fosfoenolpiruvato + ADP + H` > cetopiruvato + ATP 


AG" =-7, kcal/mol (em 


A reação processa-se em presença de fons potássio e magnésio ou manga- 
тёз. O elevado valor da energia livre padrao dessa reação é devido, em parte, 
do fato da conversão espontánea da forma enólica do piruvato para а forma ce- 
tônica, Cerca de metade da energia livre padrão de hidrólise do fosfoenolpiru- 
Vate(-14,5 Kcal/mol) é recuperada como ATP (7,3 kcal/mol), sendo o restante 
(75 kcal/mol) utilizado para direcionar а reação para a direita, uma vez que 
© condições fisiológicas esta reação é essencialmente irreversível 

A sequência geral das reações bioquímicas envolvidas no processo glico 
litico, e apresentadas acima, está visuelizada na Fig. 6.6 
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6.2.2 - Fermentação alcoólca 


É um processo anaeróbio para produção de energia, que ocorre com 
gradação de carboidratos e formação de etanol e CO, como compostos pr 


——ÓAÓ 


pais e, como subprodutos glicerol, cidos pirávico е sueínico e Alois supe 
Pa P realizada por leveduras, principalmente do género Saccharomyces e 
bactérias como a унето mobi 

А seqiónci das reações é a mesma apresentada na Fig, 66 do processa 
liolítico até а formação do piruvato A partir de piravato аз seguintes rea 
{дев ocorrem: 


“Ação da descorboxilase pirúvica 


qa 

Re a EA ш «э 
сњ cu, 

Pirucato Acetatceído 


A descarboxilase pirúvica exige pirofosfato de tiamina (TPP) como 
co-fator ea atividade é prejudicada pela presença de sulfito, pois este des- 
тен TPP. A enzima não é altamente específica atuando sobre outros cetod- 
cidos. 


Ação da desidrogenas alcoólica 


сю нон 
TO e мари eH e | + NAD н) 
сь сњ 

Actaldeido көлө 


A enzima é inibida por sul 
to de adição com o anion НБО. 


EFEITO PASTEUR: em meio anaeróbio ocorre decréscimo na produção 
de etanol e redução do consumo de açúcar. А explicação mais aceita é dada 
pela atividade da fosfofrutoquinase, enzima alostérica da gliclise que é ini 
Bida por ATP e citrato (presentes em maior quantidade no meio aeróbio) e ali- 
хада por AMP, ADP e fosfato inorgânico 


porque o acetaldeído forma um compos- 


EFEITO CRABTREE: para algumas leveduras, altas concentrações 
de agucares inibem a atividade de enzimas respiratórias e a formação de 
a ilesondrias, ocorrendo portanto produção de etanol, mesmo em meio 
seróbio. 


FORMAÇÃO DE GLICEROL: durante а fermentação alcoólica cerca de 
5% do açúcar consumido pode ser convertido em glicerol a partir do um des- 
vio da fosfodiidroxiacetona da glicólise: 


cmon cmon нон 
1 1 1 

со + NADH+H' — CHOH —> CHOH + Pi 

1 1 i (615) 
cor cmor E 
Foslodicroxacetona. Glkceralosfato Glicerol 


A formação do glierol durant a focmontagio alcoólica foi explicada por 
NORDSTROM” como conseqüència da produção de biomassa pelas leveduras, 
pois é um processo oxidativo que exige NAD oxidado e também por OURA(S) 
Segundo o qual a formação do ¿cido succirico seria а principal causa da for- 
mação do glicerol 

FORMAÇÃO DE ÁLCOOIS SUPERIORES: durante o processo de bios- 
sintese de alguns aminoácidos como valina, treonina, leucina e isoleucira são 
produzidos cetoácidos intermediários como descrito por УУЕВЕЛАСКАНАМ" 
Ocorre descarboxilagio e redução desses ácidos pela descarboxilase pirúvica е 
desidrogenase alcoólica com produção dos álcoois como esquematizado: 
Leucina > alfacetoisocspróieo — —> кошмо 
lias alfseetoicovlórico у kohutiico 
Koleucna > alfaceto hotameilvalérico > amílic ativo 
"recnira-— — — — >» alheeobutírico — — ——— — 5 mpropilico 


FORMAÇÃO DE ÁCIDO SUCCÍNICO: o ácido succinico é formado du- 
rante a fermentação alcoolica, através da fase oxidativa do ciclo de Krebs 


Piruvato — » Acetil CoA 
Oxaloscotato + Асн СОА > Citrato 


нањ 
4 —> NADH 
Alsctogluanto 
| > NADH 
сй CoA. 


Stccinato 
Como em meio anacróbio não há formação de mitocóndrias ativas, & 


desidrogenase succínica não apresenta atividade e portanto acumula-se. 
succinate. 


623 - Fermentação lítica 

As bactérias láticas homofermentativas como Lactobacilusacidoptilas, L. 
lactis, 1. delbrueckë, Streptococcus thermopilus е Peditcoccus demnosus fermen- 
tam glicose, frutose, galactose, manose, lactose com produção de ácido lático 
através da sequência glicolitica. Como ө meio é anacróbio, há necessidado de 
Tegeneração de NAD pela desidrogenase анса: 


e, 
бене ES, prado + NADH + W — LACTATO 


No caso de galactose, as bactérias láticas fosforilam até galactose-6P, em 
seguida € isomerizada até tgetose-CP, fosforilada até tagatosesLo-diP e cindi- 
da nas trioses fosfodiidroxisectora e gliceraldeído 3P. 

No processo heterofermentativo pode ocorrer, dependendo da espécie 
envolvida, produção de lactato, tanol, gás carbônico е acetato. A formação de 
etanol pode ser esquematizada pelas reações: 


gioe sy Бісер ә Pglucnao my rbuioseSP 
зше — silale? > жо + Gear 
aceto. 
B 
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¡Aguas subprodutos da fermentação Іса, como acetaldeto, acetona, 
acetoina e diacetil são importantes para 9 aroma em alimentos produzidos com 
essas bactérias. Acctaldcido origina-se do piruvato e dos aminodcidos зриви. 
со. metionina е treonina; diacetil е acctoína são produzidos a partir de citrato. 


6.24 — Fermentacio acetora-butano! 

A fermentação de açúcares com produção de ácido butírico foi descober- 
ta por PASTEUR em 1861 (GOTISCHAL(). De modo goral, apenas aracróbios 
obrigatórios como Clostridium são capazes de formar ácido butirico como pro: 
duto principal da fermentação. 

“Algumas espécies de Clostridium, como Clostridium acetobutylicum, são 
capazes de produzir pequenas quantidades de butanol e acetona, como pode. 
ser Visto nas passagens: 

slcólise 
Glicose — —»  pinwato ——> acetil-CoA 


> aceteactilCoA 
coe CoA > asetaacetato xy ACETONA 


Ваай СОА — — butradedo > BUTANOL 


62.5 — Formação de metano 


Outro processo anacróbio interessante é а formação de metano pelas 
bactérias metanogênicas como as Methanolacterium, Mebhanoccccas, Methane 
sarcina é Methanolcbus, que conseguem obter energía a partir dos substratos. 
hidrogênio molecular, gás carbônico, ácido fórmico, metanol, metilamina e 
ácido acético, dependendo da espécie. 

A formação de CH, a partir de metanol e H, está acoplada, em Methano- 
sarcina tarkers, coma formação de ATP pela ATP sintase. 


Exemplos de capacidade energética de algumas reações: 
CH,-OH+H, > CH,4HO А, 

CO, 44H, — CH, +2H,0 а, = эла (617) 
ан-соон — CH, +300,+10 — AF=-345kcel (618) 


269Kca (616) 


62.6 - Mecanismo de Entrer-Doudorof 


O processo glicolítico ou de EMEDEN-PARNAS.MEERHOF descrito ante 
riormente é encontrado em considerável número de organismos: microrganis- 
mos, vegetais é animais. Porém, há microrganismos como Pseudomonas. 
Sascarhophila, Alcoligones eutrophus, Rhizobium japonicum, Xanthomonas phaseoli. 
Thiobacillus ferrcoxidans que apresentam outro mecanismo para a degradação 
de açúcares, mecanismo conhecido como de ENTNER-DOUDOROFFED). No 
caso da Escherichia coli pode ocorrer a presença das duas vias em função do 
Substrato: na presença de glicose ocorre gliólise e na presença de gluconato à 
via de Entner-Doudoroff. Esse mecanismo é encontrado em grande número. 
de bactérias gramnegativas 


Como pode ser observado na Fig. 67, a glicose-tP é desidrogenada até 
6P-gluconato, reação que envolve a presença de NADP e água. Em seguida, 
6P-gluconato é convertido em uma molécula de gliceraldeído-3P e uma de pi- 
ruvato, através da ação das enzimas desidratase e aldolase. Gliceraldefdo-3P é 
oxidado até piruvato pelas enzimas do processo glicolíico. Um ponto interes- 
Sante para destacar é a produção de ATP, enquanto na sequencia glicolitica O 
rendimento liquide é de 2 ATP /mol de glicose, na Entner-Doudoroff é de ape 
nas 1 ATP/mol de glucose 


Existem muitas enzimas comuns aos dois processos, sendo que as enzie 
mas chaves do processo Entner-Doudaroff são: 


 GP- gluconato desidratise 
2-cêto-3-deoxi-6P gjuconato aldolase 


Dois métodos podem ser utilizados рага detectar qual processo a célula 
está utilizando para a degradação de açúcares: 

Método 1: coletar as células crescidas em glicose; extrair as enzimas e 
detectar as atividades. Se níveis elevados de SP-gluconato desidratase е 
Zeto 3-deoxi-6P-gluconato aldolase е baixos níveis de fosfofrutoquinase fo- 
rem encontrados, trata-se de um organismo realizando o processo ED. 

Método 2: comparando-se o processo glicolítico (Fig. 6) com o pro- 
cesso ED (Fig, 67) nota-se que o carbono carboxílico do Ácido pirúvico na 
Slicdlise origina-se dos carbonos 3 е 4 da glicose, enquanto no processo ED 
Srigina:se dos carbonos 1 е 3 da glicose. Assim o método de radiorrespiro- 
metria, utilizando glicose com os carbonos 1,3 e4 radioativos, pode ser uti- 
lizado para essa diferenciação. 
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Figura 67 - Preso Entrer Dodo 
62.7 - Processo do cido das pentoses 


A maioria das células de microrganismos, vegetais e animais utilizam o 
ciclo das pentoses (Fig 4.8) para a produção de pentoses necessárias para а 


س 
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formação dos nucleotídeos dos ácidos nucléicos, ATP, coenzimas, etc, além 
da formação de NADPH + H' para os processos biossintéticos. 

Alguns microrganimos como Thiobacillus noelles e Brucella abortus sio de- 
ficientes em enzimas chaves dos processos glicoliticos ¢ ED, entretanto crescem 
em meio de glicose. Essas bactérias utilizam-se do ciclo das pentoses, desvian- 
do gliceraldeido-3P para oxidação ate piruvato e posteriormente do cido de 
Krebs para a produção de energia acoplado ao transporte de elétrons. Também 
há a possibilidade de excreção de acetato, como ocorre na Gluconobacter, bacté- 
ria acética que apresenta o ciclo de Krebs operando parcialmente 
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628 — Processo aerábio 
Os organismos, que se utilizam do ciclo de Krebs (ciclo do ácido cítrico 
ou dos ácidos tricarbonílicos) para a produção de coenzimas reduzidas para a 
cadeia respiratória е de compostos precursores para ез biossínteses, são mais 
eficientes no processo de obter energia a partir da glicose, podendo ainda rea | 
lizar essa obtongio à partir da degradação de ácidos graxos e aminoácidos. 
Para a operação do ciclo de Krebs a partir de plruvato há necessidade de 
reação inicial de ativação com a formação de acetil ccenzima A. O complexo 


enzimático da piruvato oxidase, que exige os co-fatores NAD, coenzima A, 
pirofosfato de tiamina, ácido Iipólco е megnésio, converte piruvato em ace 
СОА conforme a reação: 


Pinto + NAD + HSC0A deli 
тр Md 


AcetirCoA + NADH + H (19% 


Асен. CoA pode ainda ser formado a partir da betaoxidação dos ácidos 
graxos eda oxidação de aminoácidos 

Componentes do ciclo de Krebs como alfacetoglutarato e oxaloacetate 
são precursores para a sínteso do glutamato е aspartato, respectivamente. Suc- 
Siril-CoA é precursor para а síntoso das porfirinas 

As reações do ciclo de Krebs estão sumarizadas па Fig. 6. 
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Figura69 - Caderas 


As coenzimas FADH, e NADH + H' são reoxidadas no processo do 
transporte de elétrons acoplado à fosforilacio oxidativa, conforme esquema 
apresentado na Fig 6.10. Deve-se chamar atenção para a necessidade de algu- 
mas vitaminas do complexo D para а formação das coencimas atuantes no 
Processo aeróbico de obtenção de energia: niacina (NAD), amina (TPP), ribo- 
flavina (FAD), ácido pantoténico (coenzima A). 


Desacopladores: Arsenal, Dicumarol, 
2 тоет бока 
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628.1 - Bacórs acéteas 


As bactérias acéticas do gênero Acetobacter são organismos estritamen= 
te aeróoics, que obtêm ATP a partir da oxidação do etanol até ácido acético: 
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As coenzimas reduzidas são transferidas para citocromos da cadeia 
respiratória, gerando força protonmotiva para a formação de ATP. O ácido 
acético é excretado, podendo atingir concentrações elevadas no meio, рог 
exemplo, de 100 g/L em condições ideais de oxigenação. 

Se etanol não está mais disponível, o ciclo de Krebs passa a operar de 
modo completo е o ácido acético pode ser oxidado até gás carbônico e água 


63 - Biossíntese 


63.1 — Carboidratos 


Bactérias e leveduras em melo ausente de carboidratos como acetato, 
glicerol, hidrocarbonetos e ácidos graxos são capazes de produzir carboidi 
tos, utilizando-se do Ciclo de gliosiato para formação de succinato, ¢ ativi 
de gliconcogénese com as enzimas reversíveis da glicóiso, como pode ser ob- 
Servado nas Figs6.11 0612. 
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A trealose, dissscarídoo não redutor constituído por duas unidades. 
de glicose unidas pelo carbono anomérico, é um carboidrato com função 
de proteção contra agentes estressantes e de reserva nas células vegetati- 
vas de leveduras e esporos de fungos. 

A biossínteso da trealose é realizada pelas enzimas sintetase de trea- 
Покер o trealoso-P fosfatase a partir de glicose, como esquematizado: 

“Ação da hexoquinase e fosfoglucomutase 


glicose + ATP glizoso-tP. (622) 


мб осе 


glcose арэ кожа 6623) 
Ação da pirofosforilase 
glicose -1P+ UTP — UDP-glicose Р (629) 
| “Ação da sintetase de iralose-P 
| UDP-glicose + glicose-6P—> trealose-P + UDP (625) 


Ação da trealose-P fosfatase 


Trealose-P —> trealose + Pi (626) 
m 


Figura 6.12 - Gkoreoginee 


632 - Козлов 


Acti CoA + СО, — malonil-CoA (627) 


O complexo enzimático da sintetase de ácidos graxos realiza a conden- 
sação do malonil e exige que o radical acil ostoja ligado ao grupo sulfidria da 
Proteína carregadora de grupos acil (ACP), де modo semelhante ао que ocor- 
Fe com a coenzima A. Resumidamente, o processo pode ser esquematizado 
com as seguintes passagens: 


Acetil-SACP + malonil:SACP— acetoacetil-SACH (625) 
nicador) 

Acetoacetil-SACP+NADPH + H° —> D{-}-beta-OH-butiril-SACP (629) 

DX) -beta-oh-butiril.SACP-— erotonil-SACP (630 

CrotonikSACP+NADPH +H" —> butiril-SACP (631) 


Butinl-SACP retorna para а reação (6.28) рага mais uma incorporação 
de malonil е o processo se repete até a formeção de ácido mirístico (14 carbo- 
nos) ош ácido palmitico (16 carbonos) 


633 — Poli. OH-acanoztos 

São polímeros produzidos principalmente por bactérias com a função de 
reserva de carbono ou de energia. А produção é estimulada em determinadas 
condições, como por exemplo a deficiência de nitrogênio, e pode atingir até 
50% до material celular seco. 

Bactérias do genero Alcaligenes são capazes de produzir po- 
IHOH-butirato a partir de glicose e sacarose, o gênero Derklolderi a partir 
de glicose, frutose, sacarose e gliconato e Rhodococcus ruber produz um copo- 
límero de poliidrosibutirato com 3-OH valerato, mediante a adição de ácido 
propiónico ao substrato constituído por glicose ou sacarose, segundo o se- 
guinte esquema: 


Propionato + HS-CoA —> Рюрогй-5СсА + АМР + Fpi (62) 
Бате Ооздон 

Glicose > > —> —> AcuilSCoA 6633) 

Propionil-SCoA + Aceti-SCoA > SectovalerilSCOA єз 


4 NADPH + H* 
DO--OH-valerilSCoA. 
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Poli-OH butirato é um polímero do D(--beta-OH butirato com peso mo- 
Jecular entre 60.000 e 25040. E considerado como reserva de energia caracte- 
тыйа de procariotes como: Alcaligenes eutrophus, Azolobactr oineladi, 
"acis megatersum, Pseudomonas тиі потопе, Rhodospirillum rubrum, chaerot 
таз natans, balls de modo geral е bactérias fototrópicas. Acumula se nas cE 
lulas, como granulos cercados por membranas, em condições de deficiência. 
de nitrogênio, As reações de síntese ostio apresentadas na coquôncia: 


+ NADH 


2CHyCOSCOA — CH,COCH,COSCOA => CH; CHOH-CH)-CO-SCOA. 
Жей! СоА Acetoaceti-CoA beta OH buritl-CoA 


y 
POLEOH-BUTIRATO 
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CINÉTICA 
DE REAÇÕES 
ENZIMÁTICAS 


Walter Borzani 


= Introdução 
A Cinética de Reações Enzimáticas é, а rigor, um caso particular ca Ci- 
netica Quimica. Seus objetivos são: 
a) medir as velocidades das transformações que se processam; 
b) estudar a influência de condições de trabalho (como, por exem- 
plo, concentrações dos reagentes e das enzimas, temperatura, pH, 
concentrações de ativadores e de inibidores) naquelas velocidades; 
© correlacionar (quer por meio de equações empíricas, quer por 
meio de modelos matemáticos) as velocidades das transformações 
com alguns dos fatores que as afetam; 


d) colaborar та otimização do processo considerado: 
+) estabelecer critérios pora o controle do processo; 


0 projetar o reator mais adequado. 


Esses objetivos, resumidamente apontada 
cionais relativosà importância prática desse estudo. 


Em um curso de graduação não cabo um estado aprofundado, com 
tas ao exame de todos os casos conhecidos e de todos os importantes росте. 
nores inorentos a sistemas complexos. Visa-se, tão somento, ostudar alguns 
casos simples, com o principal objetiva de adquiri e consolidar conhecimen- 
tos fundamentais indispensáveis a futuros desenvolvimentos. Os interessa- 
dos em um estudo mais completo poderão consultar a literatura indicada no 
final destecapítulo. 


7.2 - Medida da velocidade 
Consideremos o caso em que, em solucio aquosa, um dado substrato, 
formia moeda rn mn poda delos moles 
), etc., em uma reação catalisada por uma enzima de fórmula molecular E. 
Equenatenmente: Р гта: 


зразок. 
Como exemplo, poderiamos citar a decomposição da água oxigena 
em água e oxigênio, na presença da enzima catalase: булу 
HO, “Ste 1,0 +40, 


O primeiro problema que se nos apresenta, ao pretendermos estudar a indt 
cada reação, ба medida desta velocidade em condições experiments conhecidas. 

Suponhamos que зей possível no sistema que nos interessa, medir а con- 
contração do substrato (ou de um dos produtos) durante o desenvolvimento da 
Teação a partir de seu inicio. Essas medicas conduzião à curvas do tipo das re 
presentadas na Fig 71. Essas curvas поз mostram que a velocidade de consumo 
Bo substrato (ou de ormação do produto escolhido} varia com o tempo, porque, 
Como consegdência da reação, ааа ав condições em que o sistema гв encontra. 
Beto durante o депу йлн da recio, mesmo manfendo e constantes à 
temperatura e о pH, a concentração do substrato decresce е à concentração da 
Фа, levando em conta sun hdd também pode diminuir madera 
mente, em esquecer que em muitos casos, os produtos formados podem atuar 
como inibidores да ação catalitica da enzima. 

A rigor, portanto, o único instante em que as condições experimentais são 
conhecidas o state ical Рет ese motivo а velocidade da reação enzimática 
Seve ser cacabda, sempre que possivel, no instante f, tendo-se assim a сере” 
a ic va де coroho do strato ou de formação do produto (ver Fig 7.1). 
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Muitas sao as reações enzimáticas cujas velocidades iniciais podem ser 
determinadas, desde que se tomem os devidos cuidados experiments. Além 
da já citada decomposição da água oxigenada, poderíamos citar, а título de 
exemplos, a hidrólise da sacarose catalisada pola invertase e a hidrólise da 
uréio,catoliseda pela urease. 


Há, porém, casos mais complexos, em que a velocidade inicial não pode 
ser medida, ou porque não existe uma técnica experimental que permite 
acompanhar as variações das concentrações no sistema em estudo, ou porque 
a transformação não pode ser representada por uma equação química com 
reagentes e produtos bem definidos. A velocidade da reação, nesses caso», é 
frequentemente representada por uma velocidade média de consumo, ou de 
produção, de substâncias convenientemente escolhidas (ver Fig. 72) ou, sin 
ба, de variação de uma propriedade do sistema (viscosidade, textura, absor- 
bincia, etc) em um intervalo de tempo prefixedo. O amolecimento de camos 
pela ação da papaína é um exemplo de processo enzimático em que não há 
condições de medir uma velocidade inicial. 


o p 


mn———— depot 


7.3 - Influencia das concentrações da enzima e do substrato. 

Lei de Michaelis е Menten. 
Consideremos uma dada reação enzimática cuja velocidade inicia! pode 
ser delerminaca experimentalmente, Imaginemos vários ensaios diferindo, 
tum do outro, apenas pela concentração inicial da enzima. A experiência mos- 


ча que, dentro de certos limites, a velocidade da reação é proporcional à con- 
contração da enzima (Fig. 73). 


@ Comentaçãodaocaira 
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Se, porém, os ensaios realizados diferirem entre si apenas pola concentra- 
“ão inicial do substrato, a velocidade inicial da reação será afotada, como indi- 
Eaa Fig 7.4, Em outras palavras, a curva obtida é análoga à que se observa em 
fenômenos em que ocorre saturação: a velocidade da reação é função crescen- 
te da concentração do substrato até um determinado valor dessa concentra- 
ção, mantendo-se praticamente constante para concentrações de substrato. 
Superiores a esse valor. 


ico de Michaelis e Menten é, ainda hoje, um dos mais 
tos com o objetivo básico de explicar a influência das concentrações inicia- 
ds de enzima e de substrato na velocidade inicial da reação enzimática. As hi 
póteses básicas desse modelo sio: 
a) ә substratos a enzima reagem reversivelmente entre si formando 
tum composto intermediário denominado complexo enzima-subsirato; 


tio complexo formado ou se dacompie ou reage com outra subs: 
Macs migenerando enzima e formando os produtos da reação 
consideremos о caso mais simples possivel, caracterizado pelos se- 
guintes pontos: 
a) a formação do complexo enzima-substrato se dá ne proporção 
ЖЛ mal de substrato para 1 nol de enzima, produzindo 1 mol do 
complexe; 
o complexo formado se decompõe, sem reagir com outras subs 
сыз existentes no sistema. 
Esquematiament, teremos, em um dado instante t: 
Esopo 
ido 
X, = constante де velocidade де formação do complexo 
= constante de velocidade de dissociação do complexo 


L, = constante de velocidade de decomposição do complexo 
formando o produto 
o» velocidade de formação do produto 


= molaridade inicial do substrato 


e= molaridade inicial da enzima 
х= molaridade do complexo no instante £ 


Podemos, esto, emer 
e br en 


Admitindo, o que é muito comum na prática, que a concentração do 
substrato € muito maior que a da enzima е, portanto, muito maior que a do 
Complexo, podemos desprezar: em relação a s. А eq. (7-1) será então 

dx 


(eee) en 


юш эшш 

Supondo, ainda, que após um regime transiente inicial multo curto 
(da ordem de alguns microssegundos), a concentrasáo do complexo se 
mantém constante (hipótese de Briggs е Haldane), isto é, dx/ q 
(72) fornece: 
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sendo: 
a ek. са 


А eq. (73) permite, agora, calcular a velocidade de formação do pro- 


duto: 
05 


— 


Ks 


О máximo valor da velocidade será alcançado quando toda г enzima se. 
encontrar m forma de complexo, sto é, quando ase. Indicando-se com V essa 
velocidade máxima, teremos V =k, e. 

Logo, à equação (7.5) nos dará 


св 


"Уюн 


que ёз equação de Michaelis e Menten, representada na Fig. 7.5. 


A constante K, denominada constante do Michaelis da enzima (ov, so- 
gundo alguns autores, constante de Michaelis do substrato, ou ainda constan- 
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te de Michaelis do sistema enzima-substrato, é a concentração de substrato à 
qual corresponde uma velocidade igual à metade da máxima. De fat, fazendo. 
SEK, na equação (7.6), resulta v- V/2. A tab. 7.1 reúne alguns valores do K,: 


Unease Uria 0025 mol/L 


Catalase но, 0025 mol/L 


Amido angil 


Зе a constante de velocidade 4, for muito menor do que 4, а eq. (74) 
dará: 


к.а сл 


isto é K, será, neste caso, praticamente igual à constante de equilibrio de dis- 
sociação do complexo ES. 

Quanto menor for o valor de K,, maior será a afinidade da enzima 
pelo substrato. 

A determinação de K, e V a partir de valores experiments de s e 2, 
роде sor efotuada lincarizando se a eq, (7.0) 


Para tanto, um método muito utilizado, chamado método de Linewea- 
ver-Burk, consiste em inverter ambos os membros da eq. (7.6) 


к. 


5 тв 


Essa última equação nos diz que 1/0 varia linearmente com 1/5. Os coe- 
ficientes linear e angular dessa reta sio iguais a 1/V е K./ V, respectivamente. 


rl 
Tendo-se os valores experimentais de з е os correspondentes valores de v de- 


termina-se, por regressão linear, os valores de 1/V e K,/V e, conseqüente- 
mente, Ve K, (ver Fig. 7.6). 


us 


Flies 6 png senis сеттер de V eK, peo тоду de Uneven 


A linearização da eq. (7.6) pode ser realizada por outros métodos, além 
do de Lineweaver-Burk já citado. Faremos referência apenas a mais um deles, 
© método de Hanes, que consiste simplesmente em multiplicar por s ambos os 
membros da eq. (73): 


e» 


Neste último método, s/v varia lincarmente com s ¢ оз coeficientes line- 
are angular da reta correspondente sio respectivamente igualsa K, /V e 1/V. 
Qualquer que seja o metodo utilizado, uma boa determinação de K, e V 
requer uma cuidadosa análise estatística dos valores experimentais, 
A título de exemplo, consideremos os valores da Tab. 72, que nos dá, 
gm uma reação enzimática, a velocidade inicial de formação do produto para 
diversos valores ca concentração inicial do substrato (ver Fig 77) 


тиш 4 масак de amago do preso ambição da acertado id dor 
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Se aplicarmas, aos valores da Tab. 7.2, о método de Lineweaver-Bark e o 
ае Hanes obteromes os resultados representados, respectivamente nas Figs- 
78078. 
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Vocento resto) 


Resta-nos examinar a ordem да reação enzimática em duas situações 
particulares, 
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Se à concentração do substrato for muito menor que K,, isto é, se 
К. +5=K, a eq, (7.6) nos dará: 


vats 
x, 


isto é a reação se comporta como se fosse de primeira ordem. 
Se, porém, a concentração do substrato for muito maior do que Km, de 
modo que Km 4 55, teremos, pela eq. (7.6): 
vav 
ou seja, a reação se comporta como se fosse de ordem zero, 


7.4 - Influência da presença de um inibidor 


Chama-se inibidor da reação enzimática uma substância que acarreta di 
minuição da velocidade da reação. 

Quando o inibidor reage irreversivelmente com a enzima, bloquean- 
do-a parcial ou totalmente, a inibição é do tipo denominado irreversível. Se, 
porém, о inibidor reage reversivelmente com a enzima, a inibição é do tipo 
chamado reversível. Esse último caso é о que tem interesse prático e, por 
este motivo, será considerado neste item. 

Cumpre destacar que, em alguns casos, o inibidor pode ser uma das 
substâncias que participe da reação, quer como substrato, quer como produto. 
Assim, por exemplo, а invertase (que catalisa a hidrólise da sacarose, forman- 
do glicose e Irulose) pode ser inibida pela sacarose quando esta se encontra. 
presente em concentrações relativamente altas, enquanto а alfaamilaso (que 
Eatalica a hidrólise do amido produzindo dextrinas e maltose) é inibida pelas 
dextrinas e pela maltose. 

Consideraremos, entre os muitos tipos de inibição reversível de reações. 
enzimáticas, apenas dois: inibição competitiva e inibição não-competitiva 

Comecemos pela inibição competitiva 


Diz-se que um inibidor é competitivo quando compete com о substrato, 
ocupando e sítio ativo da enzima. 

Indicando-se com Га fórmula molecular do inibidor e com i sua mola 
dade inicia, o modelo de Michaclis е Menten, no caso mais simples possível, 
pode ser representado pelas seguintes equaçõos químicas: 


"m 


E 
ELSE OE 
onde », velocidade de formação do produto Р, é obviamente menor que o (ver item 
7.3, uma vez que parte da enzima está “bloqueada” na reação com o inibidor. 


Teremos então, una vez que na prática; ss» soy 
а 
texe s) e10 
a 
keg) em 


Cumpre destacar que na reação entre а enzima e o inibidor pode ndo. 
ocorrera formação do produto Р, isto 6, pode-se ler apenas: 


facon 


e consequentemente, ,-0 


Sendo dx/dt=dy/4t=0 (ver item 7.3: hipótese de Briggs e Haldane), as 
eqe. (7.10)e 7.11) nos darão: 


RR) иң 
к/к, е K, -@,+Ед/®, 
A velocidade, será, então: 
5 [27] 


Гатар 


ondev =k; ч. 
Aplicandose, na equação (7.13), o método de Lineawer-Burk, teremos: 


1,1, Re) 1 [27] 
э, түшөр 


representada esquemeticamente na Pig 7.10. 

A eq. (7.14) pode ainda ser graficamente representada colocando-se, 
ет abeissas, a concentração do inibidor em vez de 1/5, como nos mostra a 
Fig. 7.11. Pode-se aqui demonstrar que as retas obtidas para diferentes con- 
centrações de substrato cruzan-se no ponto de abeissa -Ki e ordenada, 
1V. 

As eqs. (7.6) е (7.13) nos permitem calcular a relação entre as velocida- 
des da reação sem inibidor e com inibidor: 


(7.15) 
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Essa última equação, representada na Fig. 7.12, nos mostra a influência 
das concentrações do substrato e do inibidor na relação v/v, Em particular, se 
for possível trabalhar com concentrações de substrato relativamente altas 
(matematicamente, s —» я), a influência do inibidor pode se tornar desprezi- 
vel. Essa tendencia pode ser também observada no exemplo numérico repre- 
sentado na Fig. 7.13, no qual V=6,10 mg/Lmin, K,=2,50 mg/L e K=140 
mg/L. 
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Um exemplo de inibição competitiva é o observado no efeito inibidor da 
glicose na hidrólise da sacarose, catalisada pela invertase. A inibição, provo- 
Cada pela alfadestrina na hidrólise de amido catalisada pela alfaamilaso, é ou- 
tro exemplo de inibição competitiva. 

Uma vez examinados os pontos fundamentals da influência de um inibi- 
dor competitivo na velocidade da reação enzimática, passemos ao exame de 
um caso Simples de inibição não competitiva. 

Nesse tipo de inibição, o inibidor não compete com o substrato pelo sítio 
ativo, mas vai ocupar outro sítio da enzima (sítio regulativo ou de inibição) 
“como indicado, esquematicamente, a seguir: 


EAS ES E+P 
ичен 
S41 EIS 


Hase EIS 


se, além dos complexos ES e El, um terceiro complexo, enzi- 
ma-inibidor-substrato (EIS) 
A velocidade da reação enzimática será, neste ceso: 


Kos 
ES 035 
K +i Kn +s 


Como exemplos de inibição não competitiva podem ser 
tos inibidores, tanto da maltose quanto da dextrina limite ra hidrólise do ami- 
Чо catalisada pela alfa-amilase. 

Finalmente, parece-nos aconselhável examinar o caso de inibição nio 
competitiva irreversível, ou seja, quando o inibidor reage irreversivelmente 
com a enzima bloqueando-a em parte, como acontece quando o inibidor é um 
metal pesado. 

Sendo ¡a molaridade inicial do inibidor e indicando com xî а molarida- 
de de enzime por cle bloqueada, o modelo de Michaelis e Menten pode ser re- 
presentado pelas segui 


ur 


Seeker i)s-(ka +k, Jr =0 Can 
Logo: 
cas 
onde: Ka, =(k +k, )/k, 
Teremos, então: 
039) 
Considerando que k, +e =V, resulta: 
(0-а aw 


representada graficamente na Fig 7.14. 
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A aplicação do método de Linenwer-Burk à eq. (7.20) nos dá: 


[27] 


esquematicamente representada na Fig. 7.15. 
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Ax eqs. (7.13) e (7:16) nos mostram ainda que, enquanto na inibição com- 
petitivaa velocidade máxima não ¢ afetada ea constante de Michaelis é mul 
Plicada por um fator malor que 1, na inibição não-competiiva a constante de 
Michaelis não é afetada e a velocidade máxima é menor do que V. 


7.5 - Influência da temperatura 
Na reacio enzimática 


ESSE ES EP 


a constante do velocidade k, dentro de certos limites, é função crescente da 
temperatura do sistema. 

А experiência mostra que a influência da temperatura na constante de 
“velocidade k obedece à lei de Arrhenius, representada pela eq. (722) e pela 
Fig 716: 


кет [27] 


onde a é a energia de ativação, R é a constante dos gases perfeitos e T £a tem- 
peratura absoluta do sistema. 
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Lembrando, porém, que as enzimas são termolábeis, ao mesmo tempo. 
que ocorre a reação enzimática que nos interessa, desenvolve-se também а re- 
ação de inativação térmica da enzima que atua no sistema: 


I Enzima inativado 


еа constante de velocidade desta reação (K) também é afetada pela tempera- 
tura de acordo com a lei de Arrhenius: 


Pd 02) 


sendo В a corrospondento energia de ativação. 

A experiência mostra que, enquanto o valor de а se situa no intervalo 4 
а 20 kcal/mol, o de В é corsideravelmente maior, atingindo 40 a 200 
kcal/mol. 

Levando em conta ossos fatos, suponhamos uma dada reação enzimáti 
<a com a-12 kcal/mol e В-120 kcal /mol, desenvolvendo-se a 20°C « a 30°С. 
Tanto o valor de k quanto o de F aumentam quando a temperatura passa do. 
20°C a 30°С, е as eqs. (722) e (7.23) permitem calcular esses aumentos: en- 
quanto k (constante de velocidade de formação do produto) se torna aproxi- 
madamente 2 vezes maior, k (constante de velocidade de irativação térmica 
da enzima) se toma cerca de 860 vezes maior. Compreende-se, assim, por. 
que motivo a elevação da temperatura acima de um certo valor acarretará, 
devido às altas velocidades de inativação térmica da enzima, diminuição da. 
velocidade de formação do produto. Gráficos como o da Fig. 7.17 represen- 
tam esse fenômeno. 
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7.6 — Influência do pH 

Partindo-se do fato, bem conhecido, de que o pH do meio aquoso em 
que se desenvolve uma reação enzimática afela tanio o estado de ionização da 
enzima quanto a velocidade da reação, pode-se supor que é atividade catalfti- 
ca da enzima depende de seu estado de ionização. 

Imaginemos, então, o Seguinte sistema relativamente simples 

1) A enzima se encontra em trés estados de ionização, representa 

dos por E", ЕЕ"; 

2) Somente E" apresenta atividade catalítica; 


3) Os seguintes equilíbrios coexistem no sistema 


ORED КЕРТУ 


е as respectivas constantes de equilíbrio são K, е Kj 
4) As molaridades de E”, E”, E" e Hî são, respectivamente, c, с, 
eeh; 

5) A molaridade total da enzima presente no sistema ée, 


Podemos, então, escrever: 


pati [27] 
kt 0.3) 


026) 


emitem calcular e, (concentração da fração da enzima que apresenta. 
al tica) em função de (concentração total da enzima no sistema) 
Че pH). O valor de e, vai determinar a velocida- 


quenos per 
atividade cat 
е de н e, consequentemente, 
ce v na eq. 05, 


7.7 - Comentários finais 

No início deste capítulo tivemos o cuidado de informar que não seriam 
examinados, aqui, todos os temas que integram o vasto campo da cinética dos. 
processos enzimáticos. 

Em particular, não fizemos referência aos casos em que se utilizam enzi- 
mas imobilizadas, caja importência vem crescendo consideravelmente, Esse 
assunto será examinado nos Volumes 2 e 3 desta coleção. 

Outro tópico que, por seu potencial interesse prático vem merecendo 
atenção crescente, é o da ação catalitica de enzimas em meios não-aquosos, 

A Literatura que indicamos a seguir poderá ser consultada para um pri- 
meiro aprofundamento dos estudos. 
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(9 EXIDLER, к. } £ BUNTING, P. S The Chemical Kinetics of Enzyme Acii 
Elio, Clarendon Press, Омон (193) 
(9 SEGEL, L H Enzyme Kinetics. Wiley-Interscence,N. York (1975) 


E TERMODINÂMICA 
co) DE REAÇÕES 
ENZIMÁTICAS 


Otto J. Crocomo e Luiz Carlos Basso 


8.1 - Introdução 

Hoje, mais do que nunca, estamos conscientes de que a energía, a capa- 
cidade de realizar trabalho, é vital para uma civilização moderna. Nas suas 
diversas formas (elétrica, mecánica, química, calorifica, luminosa ete.) € uti 
lizada para а manufatura de produtos, transporte, aquecimento, refrigeração 
e demais trabalhos. 

А célula viva igualmente necessita de energia para a realização dos di 
versos trabalhos fisiológicos que ela executa: biossinteses (trabalho químico), 
transporte ativo (trabalho osmótico), contração muscular (trabalho mecánico), 
bioluminescência etc. 

A biomnergética é o campo da bioquímica que trata das transformações е 
uso da energia pelas células vivas, estando sujeita aos mesmos princípios da 
termodinámica, mas as peculiaridades dos sistemas biológicos exigem uma 
abordagem diferenciada, como será apresentado no presente capítulo. 

Em sentido amplo, as células fotossintetizadoras e as heterotróficas ali- 
mentam-se mutuamente. As primeiras aproveitam-se do CO, atmosférico 
para produzir carboidratos devolver O, ao meio ambiente, As heterotróficas, 
por sua vez, utilizam os carboidratos assim produzidos e o O, e liberam CO, 
para a atmosfera. A Fig. 8.1 mostra essa interdependência nutricional (intro 
fia) ressaltando-se o acoplamento des ciclos do carbono e do oxigênio па bios- 
fera: durante a fotossíntese, a energia solar é transformada em energia quimica. 
sob a forma de ATP, NADPH e carboidratos (glicose), os quais sao utilizados 
pelas células heterctroficas na realização de atividades que consomem energia. 
À luz solar é, em ultima análise, a primeira fonte de energia tanto para células 
autotróficas como heterutróficas, 
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No ciclo biológico da energía e, portanto, no luxo de energia na biosfe- 
ra, estão comprometidas grandes quantidades de energia. Anualmente, as sé- 
luas fotosimetizadoras capturam cerca de 10" cal de energia cola, e 
aproximadamente 33 х 10't de carbono fluem através do ciclo do carbono na 
Diosfera. Esse fluxo se processa durante o transcorrer do metabolismo, ou 
зер, durante as reações bloquimicas de degradação de substâncias complexas 
(catabolismo) e de síntese de compostes complexos (anabolismo). As prim 
з reações São acompanhadas pela libertação de energia livre das estruturas 
complexas de grandes moléculas orgânicas, com a conservação dessa energia 
Sob à forma de ligações ricas de energia do ATP. Por outro lado, nas sínteses 
enzimáticas de moléculas complexas (proteínas, ácidos nucleicos, polisacar- 
decs, рез) a partir de precursores mais simples, ocorre aumento no tamar 
ho е complexidade da molécula, levando a uma diminuição no entropia do 
sistema, exigindo o fornecimento de energia livre, proporcionada por ATP. 

"Tanto catabolismo como anabolismo consistem em dois processos simul- 
táneos е interdependentes. Um deles — o metabolismo intermediário — é uma 
sequência de reações enzimáticas pela qual o esqueleto covalente de uma bior 
molécula é degradado ou sintetizado; seus intermediários quimicos são char 
mados metanólitos, Cada reação química do metabolismo intermediário ё 
acompanhada por uma variação no conteúdo de energia. Ou seja, em certos 
Passos da seqüència catabilica, pode ocorrer conservação de energia dos m 
Vibdltos — usualmente como АТР — e, em certos pontos das reações anebs 
licas, pode haver necessidade da introdução de energia. Esse processo 


chamado acoplamento de energio. O metabolismo intermediário e o acoplamen- 
to de energia são obrigatoriamente interconectados e interdependentes, fazen- 
do com que, quando se estudam os processos metabólicos, sejam analisadas 
não somente as reações químicas que transformam a estrutura covalente do. 
precursor no produto, mas também as variações de energia que acompanham 
essa conversão. É deste último aspecto que trataremos neste capitulo 


Moléculas orgánicas altamente organizadas, como glicose, possuem mu- 
ito pouca entropia. Quando oxidadas por oxigênio molecular, elas se desorga- 
nizam, sofrendo seus átomos ama crescente randomização, separando-se uns. 
dos outros. Como resultado, a molécula sofre uma perda de energia livre, a 
qual, sob condições de temperatura e pressão constantes, € utilizada para pro- 
duzir trabalho químico. 

As oxidações biológicas são combusiões que ocorrem а baixas tempera- 
turas. Ora, calor não pode ser usado como fonte de energia para cs seres vivos 
(que são essencialmente isotérmicos) a menos que, sob pressão constante, seja 
levado de regioes mais quentes para mals frias. Nessas condições, o calor pro- 
duzirá trabalho. Nas células, entretanto, a energia livre dos combustíveis é 
conservada como energia química das ligações fosfatades de ATP. O ATP as- 
sim formado pode difundir se pora outros compartimentos dentro da célula 
onde sua energia é necessária e, desse modo, pode ser visualizado como uma 
forma de transporte de energia. A energia química de ATP é onto libertada, 
quando seus grupos fosfato terminais são transferidos para aceptores especific 
cos, os quais se tornam ricos de energia e podem produzir trabalho. 


Um outro meio de transporte de energia que ocorre nas células é sob a 
forma de elétrons. Оз elétrons são transportados enzimoticamente de reações. 
oxidativas produtoras de elétrons para reações onde haja necessidade de re- 
dução de ligações duplas em ligações simples. Os condiutores dessa transfe- 
rência slo as coenzimas que transportam elétrons, senda a mais importante о 
NADP (fosfato de dinucltotídeo de nicotinamida-adenina). Do mesmo modo 
que ATP éo transportador de grupos fosfatos ricos de energia, NADP é o cat- 
regador de elétrons ricos de energia, transferindo-os de reações catabólicas 
para reações anabólicas que exigem elétrons. 


8.2 - Princípios da Termodinámica 

Uma revisão dos princípios do equilíbrio termodinámico é essoncisl 
para a compreensão do ciclo de energia da célula — e, portanto, da função do 
ATP — em bases fisicoquímicas. O objetivo precípua da Termodinâmica é a 
energia em todas as suas manifestações, uma vez que todas as outras formas 
de energia, que não a calorífica, são convertidas em calor, е podem ter tido 
origem no calor. A Termodinámica Química procura determinar o que torna 
realidade uma reação química e o que faz com que a mesma se complete, em 
termos das variações de energia com ela associadas. Se bem que energia 
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calorífica esteja envolvida, e que medidas termodinámicas sejam medidas de 
variação de calor em um sistema que está sofrendo variação química, elas de- 
“vem ser interpretadas em termos de uma redistribuição de seu conteúdo ener- 
ético entre as várias formas nas quais essa energia está presente no sistema. 

Um sistema é considerado um conjunto de matéria objeto de análise 
Tudo o mais no universo que não faça parte desse sistema particular é o meio. 
Sistema e meio formam o universo termodinámico. Nesse universo, energia 
pode passar do sistema para о meio е deste voltar ао sistema. Esse fluxo de 
energia é analisado termodinamicamente em termos do conteúdo energético 
“do estado inicial do sistema + meio e o estado final após o equilibrio ser atingi 
do. Atributos mensuráveis, como temperatura, pressão, volume, massa e ou- 
tos, são os responsáveis pelo conteúdo de energia em cada estado, o que € 
formulado por uma equação de estado. Ora, а Termodinâmica analisa as varia- 
shes de energia considerando a matéria como um todo, ou seja, usa paráme- 
tros macroscôpios e, portanto, não requer o conhecimento da composição mo- 
lecular do sistema ou seu meio, ou de mecanismo molecular através do qual 
um processo tem lugar. A análise termodinámica das variações de energia 
leva em conta somente os estados inicial e final do sistema e independe da m- 
ensidede com que os processos ocorrem, o que deve ser estudado por méio- 
dos cinéticos, um outro capítulo da Fisicoquímica. 

Um sistema pode ser isolado, fechado ou aberto. Este último discutiromos 
posteriormente. Um sistema é isolado quando não troca matéria e energia com 
seu meio. É fechado quando não troca matéria com seu meio, mas energia é i 
vremente trocada. А análise dos sistemas fechados é relativamente simples, 
e só se consideram os estados inicial e final após o equilibrio ter sido. 
atingido. O estado de um sistema pode ser definido em termos de sua pres- 
são, temperatura e composição. Quando pressão e temperatura são mantidas. 
constantes, as variações de energía podem ser diretamente relacionadas com 
as trocas па compesição material 


82.1 - Conservação de energia 


A primeira lei da Termodinámica estabelece que a "a energia total de 
um sistema isolado € constante, apesar de que, dentro desse sistema, possa 
ocorrer variação em sua forma”. Ou seja, a energia nio pode ser criada e nem 
destruída, mas cla pode sofrer transformação de uma para outra forma, como 
energia calorífica, luminosa, clética, mecânica е química, O princípio de con- 
servação de energia engloba rào só os sistemas isolados, mas também as tro- 
cas de energia que ocorrem entre um sistema fochado ө sou meio, uma vez 
que um sítera echado + seu meio formam um sistema isolado. 

No caso de um processo químico, а primeira lei diz que, quando uma re- 
ação química ocorre, a diferença entró a energia potencial dos reagentes ea 
dos produtos resultará em energia que está sendo liberada ou absorvida. A 
quantidade de energia depende somente da natureza química dos reagentes e 
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dos produtos. Parte da energia pode ser liberada como calor o parte como tra- 
balho, mas, para uma quantidade fixa do reagente, asoma do calor e do traba- 
Iho sempre será a mesma. Qvantitativamente essas considerações podem ser 
expressas сото 


AE- Es Emsa өл 


sendo AE а variação na energia quando o sistema vai do estado inicial para o 
final, 

Um sistema fechado pode realizar vários tipos de trabalho sobre seu 
meio, cajas quantidades podem ser somadas sob o termo W (trabalho), quan 
do então a energía total gasta pelo sistema para fazer o trabalho € -W. Ao 
mesmo tempo em que o sistema isotérmico, sob pressão (P) constante, perde 
energia intrinseca para seu meio (-W), ele também adquire energia sob a for 
ma de calor (10) o partir de seu meio. Nesse caco, a variação em sua energia 
trínseca será о resultado da soma da aquisição de energia Q e perda de ener. 
gia Wi 


Ab-Q-W вз 


onde W е o trabalho feto pelo sistema e Q o calor absorvido pelo sisteme. O si- 
nal - indica que o trabalho feito pelo sistema envolve gasto de energia, en 
quanto o sinal + indica que o calor absorvido pelo sistema representa ganho 
de energi 

A energia pode ser transferida de um sistema para outro, seja por meio 
de fluxo de calor ou por meio de trabalho. É importante ter em mente que а 
energia (E) é uma propriedade característica de um sistema. Fluxo de trabalho 
€ calor não são propriedades de um sistema, mas constituem meios pelos quais. 
a energía é transferida quando ocorre a troca 

Apesar da existência de muitos tipos de trabalho, em Química os mais 
significativos são o trabalho elétrico e o realizado pelos gases em expansão. 
“Trabalho elétrico pode ser produzido por células eletroquímicas, enquanto 
que trabalho em expansão resulta de uma variação no volume dos sistemas 
envolvidos ¢ € usualmente chamado de trabalho pressio-volume (trabalho 
ру) 

Para qualquer sistema isotérmico fechado que não realiza outro trabalho 
sobre seu meio senão aquele que deriva de «ua expansão, temos: 

a) volume constante, 


ЕА -0, (não pode se expandir;) вз 
b) pressão constante, 
En =Q, -P-AV [2] 


AS 


Q, é o calor absorvido sob volume constante, quando nenhum trabalho 
é realisado; Оу o calor absorvido sob pressão constante, quando nenhum 
trabalho é realzado além do trabalho pressão-volume de expansão; P АУ O 
trabalho pressão-volume realizado pelo sistema sobre seu meio como conse- 
qüéncia da expansão: e AE o aumento na energia intrínseca. 

Considerando-se também todas as outras formas de trabalho (ИГ), a pri- 
meira lei pode scr assim eserita: 


AE 


-P-V -W e» 


Entretanto, se W=0, 
-Р-АУ 


Essa expressão da primeira lei а mais útil aos químicos, 


812 - Entalpia 

A energia intrínseca (E) de um sistema é um atributo que depende do es- 
tado presente do sistema: é uma função de estado. Não se pode medir o valor 
de E de um sistema fechado em um estado qualquer, mas é possível medirse: 
à diferença entre os valores que E adquire em dois estados, obtendo-se АЕ. 
Isso porque, sob T е P constantes, AE = Q- W. As vias pelas quais essa vari 
ção tem lugar podem ser várias e, em cada uma delas, Q е W têm valores ú 


Sob pressão constante, o valor de Q pode ser calculado a partir da equa- 
E 
Q, =AE 4W 67 
e então, 
Q, =AE+P-AV (88) 


Como a energia vai de um estado 1 para um estado 2, a Eq, (8.8) pode ser as- 
sim reescrita 


©, -(Е› -E) HPV; PU) eo 


quenosdá 


O, =(E, +РУ)-(Е, +РУ) (810) 


Desse modo, o calor associada com um processo que ocorre sob pressão cons- 
tante pode ser obtido pela ciferenga entre dois termos E + PV. 


E 


Ora, Qp é uma função de estado e, portanto pode ser expressa como a 
diferença dés valores de uma propriedade de estado entre os estados inici- 
dlc бла, É o que indica a Eq. (910). A função E + PV recebe o símbolo H, e 
amada de conteüóo otal de calor ou отара do sistema. Para um dado 
processo que se desenvolve sob pressão constante, o calor liberado ou ab- 
Soncido é dado pelo termo AH, que é variação na entalpia do sistema du- 
tanteo processo: 


AH =Q, “Ha -Hy вл) 


H é uma função de estado e pode ser expressa em termos de E, P e V, sendo 
cada um deles também uma função de estado. 

Se, sob condição de P constante, calor é liberado no meio, о sistema deve 
decrescer em entalpia (АН será negativo); а reação química é chamada exotér- 
тка. Se calor é absorvido pelo sistema, há um aumento na entalpia [AH será 
positivo) ea reação quimica é chamada de endotérmica 


8.3 — Energia Lire 


I “Algumas limitações quanto ao tipo de transformações de energia que 
ocorrem em processos químicos ou físicos são colocadas pela segunda ei Ча 

Termodinâmica, а qual prediz em que cireção um dado processo provavel 

| mente se dá, Essa lei estabelece que “reações espontáneas são aquelas que, 
“quando realizadas sob condições apropriadas, podem realizar trabalho dtl 
Же trabalho útil € expresso pelo termo energia livre (С) sugerido por Gibbs, 

| que ёо potencial máximo do sistema que está sob T e P constantes. À variação 
no valor de Gé simbolizada como AG. 

Geralmente se supõe que, quando um sistema sob P e T constantes per- 
de calor para seu melo, ele também deva estar sofrendo uma transformação 
espontânea, Se esse fosse o caso, todas as reações exotérmicas seriam espontã 
жаз. Por outro lado, supõe-se também que as reações endotérmicas não cor. 
Tam espontaneamente. Na realidade, nenhuma dessas suposições é correta 
Pois a variação de calor que acompanha uma reação sob P е T constantes, ou 
ja, AH, rào €, em si mesma, uma medida real da capacidade de uma reação 
produzir trabalho útil. É о sinal de AG que indica se uma reação é capaz de re- 
езг ошто trabalho além do trabalho PV. Se for negativo, o sistema terá perdi 
do energia ivre, a qual pode ter sido utilizada para realização de trabalho. Se 
o postion, v sitet terê recebido energia livre, е a reação não pode realizar 
Жашо. No primeiro cae a reação d chamada de erergônica е, no segundo 
зо, de reação endergôniea А segunda lei, portanto, diz que uma reação es 
onines é caracterizada pela perda de energia livre. Ela também prediz que 
Pra resto tomará uma determinada direção, porém, ndo prediz com que ve- 
азаа a mesma se darê. Portanto, uma reação isotérmica pode ser 


эм eric еен» 


exergônica: AGé negativo; 


endergônica: AC é positivo; 
exergónicas. 


AH é negativo; 


емеге 


endotérmica: МН é positivo; 
Assim, as reações espontâneas são, obrigatoriamente, 


824 Entropia 

Uma reação exergónica não é necessariamente exotérmica, mas é «рот. 
tânea sob T e P constantes, Logo, a quantidade de calor absorvida ou gerada 
por uma reação, quando não está realizando trabalho útil (ou seja, AH), geral- 
mente difere do valor AG. Essa diferença freqüentemente é tão grande que 
toma АН sem valor como um índice de espontaneidade da reação. Ainda 
mais, deve ocorrer uma outra variação na distribuição da energia a qual não 
ан implicada na variação da energia livre. A diferença entre os valores de Н 
EG, de fato, pode ser atribuída a uma variação simultânea no valor de uma 
outra função de estado do sistema, a entropia. 

A terceira lei da Termodinâmica estabelece que “no zero absoluto, os 
cristais perfeitos de todos os compostos têm entropia nula”. Ou seja, quanto 
mais ordenado for o sistema, menor será sua entropia (5). Aliás, entropia é 
uma medida da desorganização de um sistema. Е um valor que determina 
qu a poção da energia de um sistema que é incapaz de produzir trabalho 
аш 

Sob uma dada Te P, a variação na entropia S é igual à soma das entropi- 
as dos produtos menos a Soma das entropias dos reagentes. Numa reação iso- 
térmica, AH difere de AG por uma quantidade relacionada a AS: 


ЖАЫ ea 


Na realidade, entropia é uma função matemática de várias variáveis, 
como temperatura é pressão, e & expressa em unidades de entropia, sendo que 1 
cal grau”! mol! Sob uma dada temperatura, os gases possuem alta en- 
бора, os liquidos entropia intermediária e os sólidos baina entropia. 

Todo processo tnde para a direção em que a entropia do sistema + melo 
aumenta, até que o equilibrio é atingido, no qual a entropia fem o máximo væ 
loc que pode possuir sob as condições de pressão е temperatura do momento. 
Equilibrio pode ser definido como um estado além do qual nenhuma variação 
química ou fisica tem lagar e no qual temperatura, pressão e concentração 
permanecem constantes em todo o sistema. Ali, um sistema em equilibrio 
зили sua capacidade de produzir trabalho sobre seu meio. Desde que um 
processo ocorre com aumento em entropia e aingi o equilibrio, cle não pode 
Eae sciret uma revendo Espontânea е velar a se estado Inicia, ров E e 
gia um decréscimo na entropia. Todo processo que se dá com aumento na 
Entropia é chamado incterac, enquanto que os processos que se dão sem va 
ciação a entropia são chamados vers. Em Roo mundo ic, todos os 
рдин incluindo a vida, ela reser 
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Desse modo, em todos os processos, sejam físicos ou químicos, ocorrer 
do portanto no sentido de se aumentar a entropia, parte da energia útil” 
(aquela capaz de realizar trabalho) é “degradada” para uma forma de energia 
inútil”, incapaz de produzir trabalho. 


82.5 — Implicações biológicas 
Da Eq. (8.12) e da Eq. (8.13) a qual define entalpia, podem-se extrair cer- 
tas implicações biológico 


AH -AE + APV 613) 


As reações químicas dos sistemas biológicos têm lugar em soluções 
aquosas diluídas sob temperatura, pressão e volume constantes. Quando se 
cria uma condição na qual APV torna-se zero, então AH será igual a АЕ. Nesse 
caso pode-se substituir o valor de АН na Eq. (8-12) por AG (Eg..14]. 


AG=AE-=T-AS [27] 
Essa equação pode ser então transformada em 
AE=AG 4T -AS [35] 


Desce modo, sob T e P constantes, a variação na energia total do sistema 
AE, equivalente variação no calor, éa soma dos termos T 15 e а variação па 
energia livre AC. À medida que o sistema se aproxima do equilibrio, а energia 
livre decresce para o mínimo. 

Oro, scb condições de temperatura e pressão constantes no sistema, este 
troca Reremente energia com о meio, não ocorrendo, entretanto, troca па mas: 
EP Quando um sistema soie variação que leva а um equilibrio, a energia total 
do Sistema” + meio permanece constante, apesar de a energia total do sistema 
Sozinho crescer. ficar constante ou decrecer. Ao mesmo tempo, sistema pode 
ег calor para о melo, ou receber calor do meio. Já se sabe, por outro lado, 
е jurant, um processo, a entropia do sistema + meio aumenta até alcançar 
mono punto de equilibri A força que realmente dirige qualquer Pro- 
зо ea tendência para aumentar a entropia no universo. 

A entropia sî do stem nào necessariamente aumenta durante um proces. 
so qui se res para um equilbrio. Seu valor pode aumentar, ficar constante 
do ue e ce е cla deseo então a entropia do meo deverá aumentar uma 
шшде que faça com que a soma das variações da entropia do sistema e 
ER aumente. É о que acontece quando os organismos vivos crescem: 
торда do organismo (sistema) decresce enquanto a do meio aumenta 

A vida, já definida flosoficamente como sendo um conjunto de principi 
os que riste morie caracteriza-se pela busca e manutenção de estados al 


pr 


mente organizados. Tal organização, seja de moléculas, organelas, células ou 
tecidos, como formas vivas mais complexas, é atingida às custas da energia 
obtida do meio. A vida, pois, pode sor entendida como um processo que 
"uta" contra а entropia desorganização, о caos inexorável. 


8.2.6. Variação. padrão de energia lire. 
Consideremos uma reação quimica bimolecular: 


p 619 


Nessa equação, а, b, ce d sio os números das moléculas de A, B, C e D, 
substâncias químicas que participam da reação. A constante de equilíbrio К^ 
para a Eq. (8.16) é: 

(817) 


A partir do conhecimena do valor de K’, о valor da variação da energie 
livre é dado pela expressio 
AG=AC%RT In K' (818) 


onde AG? é a variação padrão de energia livre. Seu valor é obtido quando a rea 
ção se processa à temperatura de 25'C, e todos os componentes da reação es- 
tão em seu estado-padrzo. O estado-padrão é uma condição de referência 
conveniente na qual as atividades são arbitrariamente definidas como uni- 
dade para líquidos e sólidos puros, gases а 1 atm е compostos em solução 
em concentração aproximadamente 1M. Segue-se, portanto, que AG? é uma 
constante para uma dada reação. 

Deve-se ter em mente que é o valor de АС е não o de AG* que indicará se 
uma reação é espontânea ou não. Entretanto; as tabelas que se encontram nos 
textos sempre incluem os valores de AG”, porque são quantidades definidas, 
enquanto que AG pode ter qualquer valor, dependendo das condições impli- 
cadas na Eq. (8.17) que, obviamente, eflete-se na Eg. (3-18). 

Quando uma reação atinge o equilíbrio, AG = 0. Nesse ponto, a energia 
livre é mínima e não há possibilidade de posteriores transformações. 
Obtém-se então 


RT Ink (819) 


AG. 


ou então, 


AG°=-2,303RT log К (820) 


nos teta 227 


Na realidade, os valores de AG? são aditivos, ou seja, а variação-padrão 
de energia livre de uma reação é a diferença entre a energia-padrão dos rea- 
Bentes са energia-padrão dos produtos: 

a) LEM e N40 (мб'=-8юсш/то) 

Y NeOe P40  (AG'=+6000cal/ mol) 

Fee LIM e P+O (36°=-2000cal / mol) 

Quando as medidas do variação de energia livre de uma reação sio fet 
tas em sutras temperaturas que nào 25°C, о valor de AG" deve ser seguido da 
аа temperatura. Da mesma forma, o valor de AG* é modificado 
penado а reações envolvem diferentes valores pH. A variação-padrão de 
егиз livre a pH 7,0 é designada como 46: 

"A Eq (620) possibilita cálculo de AG de qualquer reação, a uma dada 
temperatura, à panir de sua constante de equilibrio, a qual é determinada por 
doc analititor Se K = 10, então 4G* = 0,0 e não ocorre qualquer variação 
a energia livre quando 1 mol dos reagentes é completamente convertido nos 
produtos, sendo que todos оз Componentes estão па concentração 1,0 M Se К 
Ter maiot doque 10, então AG? seri negativo. Se К for menor do que 10, AG" 
ега positivo. Têmese assim, as reações exergônicas e endergônicos respecti- 
Sera Pe А Tab. 1 mostra uma relação entre os valores de AG" € а grandeza da 
constante deequilbrio. 


тыша «Ação ct oiler de AGE aconse de ego 225€ 
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Os valores da Tab. 8.1 foram obtidos considerando-se que, em uma cé- 
ula viva, o equilíbrio é atingido, porém reagentes e produtos são mantidos 
dentro de estreitos limites, em niveis de regime estacionário, que podem ser 


r— 


bastante diferentes dos niveis de equilibrio. Entretanto a energia liberada ou. 
utilizada em uma reação depende da magnitude com que o sistema se desvia 
do equilibrio.Na realidade, uma expressão matemática de AG de uma reação 
deve, então conter dois termos: um indicando as concentrações atuais dos rea- 
gentes e produtos е outro indicando as concentrações no equilibrio. Assim, 
para a reação 

aA +bB «o cC +dD 


temos 
AG --Rr Is K eris EP! вл) 
14" РР 

4G=-2,3RT log K +2,3RT log EET (822) 

ИЛ 

que, a25/C, nos leva a 

o сер“ 

=-136010g K'+ Ip 
AG =-1363tog 113010 ЮР. (823) 


No equilibrio, a reação entre a concentração dos produtos e à ds reac 
a 0. 


gentes é igual a K e, portanto, A 


Logo: 


AG* =-1363 log K' (8:24) 


Desse modo, o valor de AG? está relacionado com К. 

A Tab. 82 mostra uma relação de valores de АС? de algumas reações de 
importância biológica, calculados a partir de medidas de equilíbrio e dos va- 
lores de energia livre de formação. O AG? de uma reação química é igual à di- 
ferença entre а soma das energias livres-padrão de formação dos produtos e a 
soma das dos reagentes, levando-se em conta a estequiometria da reação. 
Observe-se que, na Tab. &2 estão indicados dois tipos de reações, que se dão 
“com decréscimo especialmente grande na energia livre de hidrólise: a hidróli- 
«o де anidridos (anidrido acético pirofosfato) e reações de oxidação. Essas rea- 
ções são de grande significado bioquímico nas transformações de energia na 
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827 - Potencal de oxrredudio 
Oxidação € а perda de elétrons ¢ redução é o ganho de elétrons, sendo 
ambos os processos complementares. Um sistema de oxirtedução (OR) tipico 
pode ser escrito 
forma reduzida €» forma oxidada +n e 


onde n é o número de elétrons (e) envolvidos na reação. Se um eletrodo de 
metal inerte (platina ou prata) é imerso em uma solução de um sistema OR, 
estabelece-se uma diferença de potencial entre os elétrons na solução e os no 
metal. Essa condição dá nascimento a um potencial de eletrodo (E), cujo valor 


EÊ loud 
PHP e 


DO rei 


Ее ёа constante especial para um dado sistema conhecida como potencial 
de cetrodo-padrio (ou fem-padrão); R a constante dos gases (= 8314 J/mol.K); 
Ta temperatura absoluta; r о número de equivalentes envolvidos na reação; F 
Faraday (= 96.494 C) necessário para converter 1 equivalente de um elemento 
em i equivalente de fons; e ox e red são concentrações das formas oxidada e 
reduzida do sistema OR. 

Um eletrodo imerso em uma solução de um sistema OR forma c que se 
“conhece como semicélula, cuja diferença de potencial é impossíve! medir, já 
que ele é um eletrodo simples. Para medi-la, deve-se combiná-o com outra se- 
micdula, formando então uma célula completa. A diferença de potencial entre 
“ambas as semicdlulas é medida conectando-as por meio de um potenciómetro, 
Para se determinar о potencial de eletrodo de um composto, usa-se o eletrodo 
de hidrogênio como padrão de referência, cujo potencial é arbitrariamente to- 
mado como zero. Porém não há necessidade de se fazer uso do eletrodo de hi- 
drogénio em qualquer medida; basta que se use um eletrodo de construção 
mais fácil, como o de calomelano, cuja diferença de potencial foi acuradamen- 
te determinada em relação à semicélula de hidrogênio. Conseçuentemente, 
surge um novo símbolo Ey, onde o índice indica que o eletrodo de compara- 
ção foi aferido em relação ао eletrodo de hidrogênio. 


Es E 


onde Ey é o potencial de eletrodo do hidrogênio que, por definição, é zero. 
Pertanto a equação geral para o cálculo do potencial de um sistema OR é 


NUNT) 
nr ^ [red] 


O valor Е, aumentará ou será mais positivo se a proporção (ox)/(red) 
aumentar e diminuirá, ou será mais negativo (ou menos positivo), se а forma 
reduzida for maior que a oxidada. Quando ox/red = 1, Ey = E“ Conhecen- 
doseo valor E*, pode-se calcular o potencial de eletrodo do sistema em qual- 
quer grau de oxidação ou redução. Por outro lado, o grau de oxidação pode 
ser obtido medindo-seo potencial de eletrodo. 

Na Tab. 8.3 estão exemplificados vários sistemas de OR biológicos Qual- 
quer sistema será capaz de ser oxidado por um sistema mais positivo, isto 6. 
situado acima dele na escala, e, por sua vez, oxidará qualquer sistema mais 
negativa que ele , portanto, situado abaixo dele na escala. Não se deve esque- 
cer que um catalisador pode ser necessário a fim de determinar a reação entre 
ambos os sistemas. Em uma reação enzimática, da formação do complexo en- 
2ima-substrato (ES) resulta а necessidade de menor quantidade de energia de 
ativação, ou seja, а combinação da enzima com o substrato determina uma di- 
minuixao na energia de ativação deste último, 


E, 


EST 


Note-se que ES refere-se a medidas feitas no valor pH zero, o que fre- 
qüentemente é impossível. Usa-se o termo E. para indicar que o potencial de 
dletrodo padrão fei estabelecido a um dado valor do pH. 


82.8 - Energia livre das reações de oxireducio 

Consideremos uma mistura de dois diferentes sistemas OR, no mesmo 
pH, porém com potenciais diferentes. Entre ambos ocorrerá uma reação, à 
Raal em um dado momento, atingirá o equilíbrio, ou seja, os dois sistemas al- 
dançaram o mesmo potencial, Como exemplo, tomemos о caso do sistema 
desidrogenase succinica /azul-de-metileno, processando-se a reação, por 
exemplo, no tubo de Thumberg; 


| succinato e» fumarato + Ha 
AM+H, ө AMH; M 
мн, 


Sucina AM ++ fumarato T 


sendo АМ azul-de-metileno е АМН, azul-de-metileno reduzido (leucobase). 
A constante de equilibrio será 


Fumarato] АМН: 
Tsucainato] [AM] 


Quando as soluções são misturados; sistema succinato/fumarato, ten- 
do рати mais bubo, тейи o sistema szul-de-metileno е se oxida: Conse 
треть 2 relação fumarato /succinato aumenta e a relação АМ/АМН, 
алш, determinando um aumento no potencial do primeiro sistema ¢ um 
ескт no potencial do último, até que o equilibrio é alcançado, quando 
o ambos os sistemas terão o mesmo potencial (En = E) A temperatura é 
Чез'Сеп=2. 
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Tabela 83 - Pons de онт depresion! 
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Como as concentrações iniciais dos quatro componentes foram iguais, 
temos 


[fumarato] 


0006 =2.003105 Д 
* [saccinato] 


{с=с 


[succinato] 
eentao: 


fumarato] 
isucciato) [AM] 


IAM] 


Fazendo-se x =% de AM, temos. 


Logo, no equilibrio, 558% do corante estarão па forme reduzida. No 
caso discutido, temos 


Pu 
ar 
de onde se segue que. 


пе АЕ: -RT In K" 629 


Ora, a partir dos conceitos de Termodinámica, sabe-se que AG" está rele- 
опада com К 


AG*=-RT Ink ГЕЛ 
Segue-se portanto, que 


AG" -nF-aES (629 


IM тетте тетш. 


sso significa que а variação-padrão de energia livre de uma reação en- 
же dois sistemas OR pode ser calculada a partir da diferença entre os valores 
AE. De maneira semelhante, pode-se calcular a variação de energia livre para 
Sistemas individuais e, desses dados, calcular-se a variação na energia livre 
dos sistemas combinados: 


AG» AG; -A6; 


Na Eq (828) o valor de AE! deve ser positivo, a fim de se obter AG nega- 
tivo, ou seja, um valor ДЕ: positivo indica uma reação espontánea. 

O potencial de redução de uma meia-reação, na qual as formas oxidada 
e reduzida da substância estão presentes em concentrações não padrão, pode 
ser calculado a partir da equação de Nemst 


E-EGRANT jog ia) 
ғ Č Treduzida] 
A 30C, o terme 23RT/F = 0,06 V e, portanto, 


‚006 y, [oxidado] 
“a PP reduzida] 


83 — Os níveis de energia livre 

Em 1927, Eggleton & Eggleton e, pouco depois, Fiske & Subbarow isola- 
ram creatina do músculo; essa substância se apresenta fosforilada e, tal como 
a do fosfato de arginina que também se encontra nos músculos, tem uma ele- 
vada energía de hidrólise (Fig. 5.2). Isso significa que, quando а ligação fos- 
fatada se rompe, liberta energia livre de alto nível que é utilizada para o 
processo de contração muscular. 

Lundsgaard, em 1930, observou que o músculo envenerado por iodoa- 
cetato ainda era capaz de contração. O tipo de inibição por iodoacetato já foi 
estudado. Ainda mais, nessas mesmas condições, o fosfato de creatina desapa- 
recia no meio. Deveria haver, portanto, uma outra fonte de energia capaz de 
realizar aquela ação. Supós-se que essa fonte fosse o trifosfato de adenosina 
(ATP), que já havia sido isolado de músculo, por Lohmann, em 1929, Nos 
anos subsequentes elucidou-se sua estrutura е o ATP mostrou-se ser um com- 
posto rico de energía existente em células de animais, plantas е microrganis- 
mos, com a função de armazenar а energia advinda das reações exergónicas 
(Fig. 8.3). A energía livre produzida na hidrólise de suas ligações fosfatadas é 
utilizada nos processos endergônicos da célula. 
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Apesar de ser tão importante, o ATP existe nos músculos em diminuta, 
concentração, uma vez que ele é parte do reservatório de compostos ricos de 
energia, tais como os “fosfogênios”, que são a fosfocreatina nos vertebrados e 
fosfoarginina nos invertebrados. À reação de formação de fosfogênio éa “rea- 
cão de Lohman”, pois foi Lohman quem demonstrou que essas substâncias es- 
tão em equilíbrio com ATP: 


Г rones ag سے‎ 


creatina + ATP e» ADP +Hostocreatina (829) 


O valor AG? dessa reação é pequeno, uma vez que Kaproxima-se da uni- 
dade, Isso tem dois signi 


a energia passa fa 
æa reação se dá nos dois sentidos, dependendo da concentração dos rea- 
gentes. 

Há outros compostos que, como o ATP, possuem também fósforo lbi 
os fosfatos de uridina, de itidina е de guanosina, Esses compostos, por hidró- 
Tie de seus grupos fosfato, liberam energia livre. Se bem que ATP seja о rea- 
gente mais comum dentre os fesfonucleosideos, UTP, CTP e GTP (Figs. 8.4; 
85; 8.6) são também importantes respectivamente no metabolismo de açuca- 
res, na biossintese de lipídeos e na oxidação de ácido a-celoglutárico. 
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Note-se que, nas fórmulas estruturais indicadas, o 


sinal (=) indica ligas 


ção rica de energia Essa ligação € também encontrada em outros compostos, 
fosfatados cu nào. A Tab. 8.4 mostra os valores de energia livre-padrão dehi- 


drdlise de alguns compostos fosforilados. 
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83.1 — Energa lire de hidrólise do ATP 


A medida da energia livre de hidrólise do ATP devi 
princípio, a partir da eq (630), utilizando-se a Eq, (827) 


ia ser realizada, em 


аё eos em 


ATPAHO —> ADP 4Pi (fosfato inorgánico) 630) 


Entretanto, na prática, а medida direta da constante de equilibrio dessa 
ficultada, principalmente porque os métodos analíticos disponíveis 
Tião suficientemente sensíveis para determinar o momento em que o equi. 
Tc fo atingido e, consequentemente, as concentrações de ATP, ADP e Pi 
esse ponto, Isso se deve ao fato de que, no equilíbrio, quase todo 0 ATP é hi- 
доодо а ADP е Pi. Utilizamos, então, а natureza aditiva dos valores de 
АС” де reações consecutivas, medindo а energia livre de hidrólise do ATP a 
BH 703 37°С e na presença de excesso de Mg”, fazendo-o reagir com glicose, 
М reacio de hesoquinase. Nessa reação sio produzidos ADP e glico 
se fosfato 

glicose + ATP ci ose 


apokea) 


reação é di 


—fostato + ADP (83D 


[ad 


Em seguida mede-se a constante deequilibrio e o valor de АС” da hidró- 
iso de glucose-f fosfato, catalisada por fosfatase: 


glicose =6 -fosfato HO — 5» glicose + losfato 
(e=17 аб} =3,30 kca) 


(832) 


Somando as Eqs. (8.31) е (8.32) tem-se а oquaçã 
Desde que os valores de AC"de ambas as reações são aditivos, pode-se caleu- 
lara energia livro-padrão de ATP: 


-730keal 


аб = AG; +AGÍ =-400 +(-330) 


A reação é extremamente exergónica, 
O grupo fosfato terminal de ADP também tem o mesmo nível de energia 
livre de hidrólise: 


ADP+H¿O—> AMP+ Pi (3G” =-7,30kcal) (839) 
Por sua vez, o grupo fosfato de AMP tem baixa energia livre de hidrólise: 
3 40kcal) (834) 


AMP+H:O—> adenosina + PI(AG”" 

Observe-se que as ligações entre os grupos fosfato são de anidrido, en- 

quanto que a ligação entre fosfato e ribose é ligação do éster Essa diferonga 

parece estar nas propriedades tanto dos reagentes quanto dos produtos, pois 

energia livre-padrão de hidrólise é uma medida da diferença entre as ener- 
gias livres dos reagentos e dos produtos, 


anaemia 


Em pH 7,0, as moléculas de ATP possuem cargas negativas que se situ- 
am muito próximas no espaço, repelindo-se mutuamente. Existe, portanto, 
um estresse elétrico, о qual é parcialmente removido quando a ligação fosfato 
terminal é hidrolisada. Os produtos resultantes são os ânions HPO; е ADP, 


que têm muito pouca tendência a se atrair devido à repulsão de cargas, e por- 
tanto rào se recombinam prontamente para formar ATP. Por outro lado, 
quando acetato de etila, por exemplo, que possui ligação de éster, hidroli- 
sa-se, produz etanol (que não tem carga) e um ânion de acetato. Esses produ- 
tes nãose repelem, mas possuem uma grande tendência a se recombinar. 

Um outro fator que contribui também para que o ATP tenha uma grande 
energia livre-padrão de hidrólise negativa é que os dois produtos de sua hi- 
drólise são estabilizados como “híbridos de ressonância”. Os elétrons em tor. 
то dos átomos de fósforo e de oxigênio do fosfato terminal de ATP competem 
entre si pelas orbitais que possuem conteúdo energético mais baixo. Como re- 
sultado dessa ressonância competitiva, nem todos os elétrons da ligação piro- 
festórica no ATP intacto podem atingir niveis tão baixos como os que existem 
em ADP eHPO;. Por outro lado, quando acetato de etila se hidrolisa, o etanol 
que se forma não sofre estabilização significante. O ATP, sendo um anidrido 
ácido, possui uma característica ressonância competitiva, ou de oposição, e 
portanto tende a ter valores de AG” bastante negativos. 


O termo “energia de ligação fosfato” usado pelos bioquímicos não deve 
ser confundido com o termo “energia de ligação” utilizado pelos fisi- 
ce-químicos. Esse último termo designa а energia exigido para “quebrar” uma 
ligação entro dois átomos. Em Bioquímica, o termo “energía de ligação fosfa- 
to” € a diferença entre а energia livre dos reagentos o а dos produtos, quando 
um composto fosforilado é hidrolisado produzindo fosfato inorgánico, 


Um exame mais atento da Tab. 8.1 nos indica que os compostos com v 
lores mais negativos sofrem hidróliso mais completa no equilibrio, ou seja, 
possuem uma constante de equilibrio maior do que aquelos com valores me 
nos negativos. Ou seja, os mais nogativos tendem a perder grupos fosfato 
mais prontamente do que os menos negativos. Note-se, ainda, pelos dedos da 
tabela, que não há uma linha divisória entre compostos de alta energia livre 
de hidrólise e os de baixa energia. Há compostos que, inclusive, possuem 
energia livre de hidrólise mais negativa do que a do ATP, o qual tem um valor 
intermediário na escala termodinâmica. A importância do ATP reside na fun- 
ção que o sistema ATP/ADP desempenha na célula, como um carregador in- 
termediário de grupos fosfato, originados em compostos de alta energia livre 
de hidrólise, para compostos de baixo nível de energia 


83.2 - Compostos de alta energa Ivre de hidrólise 


Os compostos fosforilados de alta energía livre de hidrólise podem ser 
divididos em duas classes: a dos compostos produzidos durante a degradação 
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de moléculas e a dos compostas que são reservatório de ligações fosfatadas ri- 
cas de energia. 


83,21 - Compostos produzidos durare a degradação de moléculas 

Na glicólise (ver Cap. 6) o fosfato do CA da molécula do ácido 1,3-difos- 
foglicérico é transferido para a molécula do ADP, formando-se ATP e ácido 
3-iosfoglicérico em uma reação catalizada pela enzima fosfogliceroquinase. 
Conhecendo-se à constante de equilibrio da reação de transferência de fosfato, 
calcula-se a energia livre-padrão de hidrólise do ácido difosforilado.Em pH 
7, teme: 


13-diftofoglicerato + ADP—> 3 —fosfoglicerto+ ATP, (835) 
(K'=207);4G*=-4,50kcal) 


ATP+H¿O—> ADP+Pi (46°= 730 kcal) 


Aplicando-se o princípio da adição para essa sequência de reações, a 
energia livre-padrão de hidrólise do grupo I-fosfato do ácida será. 


83.12 - Compostos que so reservatórios de Igações fodatadas rcs de energia 

São os fosfogénios, já discutidos. A natureza rica de energia de fosfoar- 
ginina e fosfocreatina reside no fato de que os grupos guanidino e fosfato so- 
rem uma corstrição em sua estabilização ressonante normal. Quando o 
grupo fosfato é hidrolisado, essa constrição diminui, e os produtos de reação 
formam híbridos de ressonância estáveis. 


833 - Compostos de baxa energia Ivre de hidrólise 


Quando ésteres fosfóricos de álcoois orgánicos sofrem hidrólise, o álcool 
livre, em pH 7,0, possui pouca ou nenhuma estabilidade ressorante. Existem. 
enzimas, como a gliceroquinase e a hexoquinase, que catalisam a transferên: 
de grupos fosfato de ATP para aceptores específicos para formar compostos 
de baixa energia livre de hidrólise: 


ATP + glicerol 59, ADP +glicerol -3 -fosfao (836) 
(46*=-5,10Kcal) 


АТР glicose eamin y ADP + glicose -6 - fosfato (837) 
(8Gºt=-4,00 kcal) 


Devido зо fato de os valores de АС” dessas reações serem menos negati- 
vos do que para a hidrólise de ATP, ambas as reações tendem para a direita. 


834 — Transerénca enzimática de grupos fosfato 


O mecanismo pelo qual uma reação exergónica dirige um processo en- 
dergónico pode ser exemplificado pela síntese de um éster e a hidrólise simul- 
tânea de ATP em AMP + 


a]R-COOH-HO-R'GR-COOR-HO  (AG”=+4000 cal) 
b) ATP+H;O e AMP+PPi (AG" =- 6000 cal) 


Soma: RCOOH+HO-R + ATP > RCOOR'+ AMP +PPi (AG 


2000 cal) 
No caso presente, a reação (b) somente guiará a reação (а) se for conju- 
gada à um intermediário comum, como no seguinte caso hipotético: 


9 R-COOH+ ATP ө R-COO - AMP+PPi 
4) R-COO- AMP+HO-R'+)R-COOR'+ АМР 


Soma: R-COOH+HOR'+ ATP->RCOOR'+ AMP + PPi (AG”=-2000cal) 
P Pi = pirofosfato inorgânico. 


O intermediário R-COO-AMP е um aciladenilato (Fig. 8.7) e é um anidii- 
doentreo ácido carboxilco e o fosfato do ácido adenílico 


Acisoma (8500 - ANP) 
Figirat - isento COO ATP) 


мез темеш com 


Na formação de um aciladendato, rompe-se a ligação entre o pirofosfato 
e a porção adenílica do ATP, sendo о produto final um pirofosfato e não um 
козо О valor АС dessa ligação é algo menor do que o valor da prime 
та ligação do ATP. Devido à pequena variação no valor da energia livre, a sí 
tese de um éster orgânico através desse mecanismo não é muito favorecida, 
Os destinos metabólicos do pirofosfato parecem não ser muitos Há entretan- 
to, pirofosfatases que catalisam a hidrólise de pirofosíatos, produzindo orto- 
fnsfato com AG” = 7000 cal. Por conseguinte, a hidrólise do pirofosfato 
formado durante a síntese de um éster torna essa síntese irreversível. Ca- 
sos deste tipo englobam a síntese de nucleotídeos, polinucleotídecs e ligações 
de peptídeos е з ativação de ácidos graxos 


8341 - Quiases 

As quinases são enzimas que catalizam a transferência de fosfato do 
ATP para um aceptor. São divididas em duas grandes categorías, conforme 
segue: 

a) Quinases que catalisam transferências entre compostos cujo AG” para 
a hidrólise de cada um deles é da mesma grandeza. A transferência, portanto. 
pode-se dar em ambos os sentidos: 


ADP +fosfocreatina € ATP+ creatina (4G*==1500cal;K'=10) 


b) Quinases que catalisam transferência com formação de compostos de 
baixa energia de hidrólise. A reação, com toda probabilidade, é irreversível 


ATP + glicose e» ADP +glicose -6 -fosfato (AG =-4500 cale K'=4000) 

De acordo com Lipman, а importância da formação de ésteres fosfóricos. 
reside no fato de o fosfato conferir estabilidade cinética a moléculas termodi 
namicamente beis. Assim, quanto maior a estabilidade em água de um éster 
co, maior será a sua utilidade bioquímica. Apesar de o AG? de hidrólise 
de anidrido acético, acetilfosfato е pirofosfato inorgânico ser da mesma gran- 
deza para os três, а estabilidade dos mesmos é de poucos segundos, algumas 
horas e alguns anos, respectivamente, O ATP é estável em água, o que é de 
considerável vantagem para a economia da célula. 

O sistema ATP/ADP е a ligação obrigatória que une, como uma ponte, 
о compostos fosfatados ricos de energia livre com os de baixa energia. Fosfo- 
transferases específicas atuam nessa transferência, como é o caso de quinase 
pirúvica(Eq 8.38). 


Fosfvenolpiruvato + ADP—> piruvato + ATP 


(838) 


O ATP formado nessa reação passa a ser um doador de grupo fosfato em. 
uma outra reação enzimática, formando um composto de baixa energia: 


E 


ATP +glicose asums у ADP +glicose-6=fosfato —— (839) 


O resultado é à transferência de um grupo fosfato de um doador de alto 
nível para um aceptor de baixo nível de energia, produzindo a seguinte rea- 
são total 


Fosfoenolpiruvato + glicose > piruvato + glicose -6- fosfato — (8:40) 


Desse modo, o conteúdo de energia da molécula de glicose foi elevado 
ao mesmo nível dos resíduos glicosil do glicogênio. 

Como indica a Fig. 8.8, na cadeia de reações que transfere energía na cé- 
lula о grupo fosfato nunca é transferido diretamente de um conjunto de alto 
nível para um aceptor de baixo nível. Não se conhecem enzimas que catalisem 
essas transferências diretas. Do mesmo modo, não existem nas células enzi- 
таз que transferem grupos fosfato de um doador rico de energia como, рог 
exemplo, ácido 13-difosfoglicérico, para outro aceptor também rico de ener- 
gia como o piruvato; ou, ainda, de um doador de baixe nivel, como o glice- 
rol3-fosfato, para um aceptor também de baixo nivel, como a glicose. É que 
todas as reações de transferência de fosfato que ocorrem na célula devem ser 
realizadas através do sistema ATP/ADP. 
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8.3.5 — Acoplmento de reações 


Às vezes uma reação endergónica, que não se processa por si mesma de- 
vido à um aumento na energia livre, pode ser acoplada com uma reação exer- 


4 Teoria rentes 
gónics e, assim, o sistema todo se processar Para que isso corra, deve haver 
um intermediário comum a ambas as reações, Assim, 
4+0 C+D [4Gj - dendegenica)] вау 
DeL—>MeN — [4Gi «-xergonicall 62) 
A+B3L—>C+M+N [86º=Aendergonica] 633) 


D, formado (Eq.5:41) € um reagente para a reação seguinte (648.42) e, des- 
зе modo, C será formado a partir de A e 8 (Eq. 543). Esse caso pode ser con- 
siderado como um exemplo do principio de Le Chatelier, segundo o qual 
uma reação pode completar-se pela remoção de um dos produtos. O com- 
posto D é aquele que é removido pelo seu acoplamento com uma segunda. 
reação, 

Nem sempre uma reação espontânea necessariamente ocorre. Assim, а 
oxidação de glicose, que é uma reação com AG negativo, não se efetua pela 
simples exposição de glicose ao Оз atmosférico; pelo contrário, é preciso que 
“ambas as moléculas reagentes se choquem com energía suficiente para que 
haja interação entre suas estruturas eletrônicas, Para tanto, essa reação, como 
toda reação exergónica, somente ocorrerá se os reagentes tiverem um excesso 
de energia para romper sua estabilidade. Esse excesso de energia para que 
uma reação tenha inicio é denominado energía de tivagáo.Na Fig, 89, pode-se 
Rotar que a molécula se encontra em um nivel energético estável. Dando-se a 
cla energia adicional (energia de ativação), a molécula passa a um estado 
Energético mais elevado, a partir do qual a reação é espontanea. Durante a re- 
ação liberam-se tanto a energia livre como a energia de ativação; esta última, 
pois, apesar de ser condição para que а reação tenha início e ocorra, é recupe- 
тайа no final da reação. 

A hidrólise da uréia pode ser realizada tanto pela ação de um ácido, 
como catalisada enzimaticamente através da urease. Na presença dessa enzi 
ma a energia de ativação necessária é sigrificativamente diminuída: 


сону, «HO ês CO, NH, 


собуну, H4O ее» CO, +2NH; 


Ea=6,8 kcal / mol 
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A necessidade de energia de ativação pode ser explicada pela distribui- 
ção estatística de Maxwell-Boltzmann: quando se diz que uma população de 
moléculas está em um nível de energia, querse dizer que a maioria des molé- 
culas está nesse nivel e que, portanto, algumas estarão em um nível energético 
mais elevado e outras em um mais baixo. As primeiras podem ter energia su- 
ficiente para ultrapassar a barreira energética e reagir, Na reação libertam 
energia que será utilizada para ativar outras moléculas É quando então liber- 
тазе energia sem que necessário se tome introduzir energia externa го siste- 
ты. Há contudo outras reações exergónicas que rào se processam, uma vez 
que as moléculas mais energéticas não tem suficiente energia para reagir, na 
temperatura em que o sistema se encontra. É o que acontece com a glicose, 
que necessita de energia calorica para reagir. O que se observa € que, com um 
ligeiro aquecimento, há um grande aumento na velocidade da reação, devido 
го fato de que um maior número de moléculas passa а ter energia superior à 
deativação. 

Quase todas as reações metabólicas se processam através da mediação 
deum intermediário comum. Quando a energia é transferida em reações con- 
secutivas via АТР, a energia química é transferida de um doador de alto nível 
energético para o ADT, e é conservada como ATP, que é um dos produtos da 
reação, Na reação subsequente, о ATP passa a atuar como substrato, transfe- 
rindo seu grupo fosfato terminal para um aceptar, o qual aumenta seu conte 
do energético, Entretanto, muitas reações consecutivas não requerem grupos 
fosfato cu o ATP como intermediários comuns. Outros grupos funcionais são 


preneren 


também enzimaticamente transferidos, como amino, acetil, átomos de hidro: 
génio е outros, em reações cujo tratamento termodinâmico é o mesmo que até 
agora estudamos pata a transferência de grupos fosfato. 

Ainda no caso específico da transferência de grupos fostato, além do. 
sistema ATP/ADP, os 5-di e trilostatos de outros ribonuclecsídeos ¢ 
?edesoxirribonucleosídeos também participam nas transferências de energia 
na célula. Esses compostos fosforilados não servem só como precursores de 
ácidos nucléicos, mas atuam nas cadeias de reações que transferem energia 
Química. Essa transferència, contudo, é feita através de reações conectadas 
dom o ATP através da mediação da enzima difosfoquinase de nuclecsídeo, 
encontrada nos mitecóndrias e no citoplasma soluvel das células. As reações 
por ela catalisadas são reversíveis, e são relativamente nio específicas em 
elação ao substrato. Há transferencia de fosfato de qualquer XTP pare qual- 
quer XDP, Sua K'=1,0 em pH 7,0 independe da natureza dos reagentes, uma 
Yez que a energia livre de hidrólise do grupo fosfato terminal de todos os 
S"trilosfates е aproximadamente a mesma. A Fig. 8.10 mostra como оз gru- 
pos fosfato ricos de energia entram ne» várias vias de biossíntese, através 
dos 5-trifosfatos. 


i 
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8.4 - Energética dos sistemas abertos 


A análise dos sistemas fechados é relativamente simples, porque são 
considerados somente os estados inicial e final de um sistema após alcançar o 
equilibrio. É o сахо das reações enzimáticas individuais, Entretanto, quando 
Se tenta aplicar esses conhecimentos à células intactas, as dificuldades tor- 
name grandes, pois as células vivas são sistemas abertos. Como tas, elas tro- 
сат matéria com seu meio e, alem disso, nunca entram totalmente em 
equilibrio: Ou seja, em nenhum momento, uma célula viva existe em regi 
me estacionário, no qual a ade de entrada de matéria é igual à 
tensidade de saído de matéria. 

Os sistemas abertos em náo-equiibi são estudados através da termo 
nimica dos processes ireversteis ou do-nlo-quilíbrio, que nào disculiremos 
aqui, Devemos lembrar, entretanto, que um sistema aberto em regime estacio- 
mário € capaz de produzir trabalho justamente porque está longe do equili- 
bro. Já sabemos que sistemas no ponto de equilibrio são incapazes de 
produzir trabalho. E, por estarem longe do equilíbrio, os sistemas abertos po- 
fem ser controlados e regulados. Além do mais, como bem lembra Lehninger, 
“no jornalismo da Termodinámica do mlo-equilbro, a condição de regime 
estacionário, que é característica de toda máquina que está funcionando bem, 
pode ser considerada como o estado ordenado de um sistema aberto, ou seja, O 
estado no qual há um mínimo de produção de entropia”. Ainda mais: todo o 
processo de biossíntese de macromoléculas e do desenvolvimento celular é 
uma poderosa força antientrópica. Como ressalta Katchalsky, "desde que não 
Se pode escapar do destino trópico de todos os fenómenos, os organismos vi- 
vos, mantendo um regime estacionário, produzem entropia com um mínimo 
de intensidade”. 


Literatura recomendada 


BRAY, HG. de WHITE, K Cinética y termodinamica en Моңы 
DAWES, EA. Qua 
INGRAHAM LL. & PARDEE, АВ. Free energy and entropy in metabolism. In: Mela- 

belie Pathways Greenberg, DM. ed). e ni, p228. Nova York, Academic Press, 1967. 
KAPLAN, NO. & KENNEDY, ЕР. Currents aspects of biochemical energetics, Nova 

York, Academic Press, 196 


iive problems in Biochemistry. Edimburgo, ES. Livingstone 


ма ——— 


KLOTZ Energy changes in biochemical reactiona Nova York, Academie ree 1967. 


KREBS, Н.А. а KORNDERG, HL. Energy tansformalions in living matier. Berlin, 
Spring.Vetsg OHG. 1957. 


LEHNINGER, A.L The mitochondrion: Nova York: W.A. Benjamin. 1964 
LEHNINGER, A.L Bioenergetics. Nova York, WA, Benjamin. Inc. 1945. 
LEHNINGER, A.L Principles of Biochemistry. Nova York Werth Poble, Inc, 1982 


LIPMANN. F. Metabolie generation and. utilization of phosphate bond energy 
Advances in Enzymology, v.1, 9p, 194]. 
MORRIS, J.G. А biologisfs physical chemistry. Londres. Edward Arnol (ubl) Lid. 


1068, 


PIMENTEL, GC. k SPRATLEY RD. Understanding chemical thermodynamics: San 


RACKER, E Mechanisms in bloenerguic, Nova York Academic Pres, 1965. 
SEGEL, Lt Biochemical calculations. Nova York John Wiley & Sons, Inc, 155, 


PROCESSO — 
BIOTECNOLÓGICO 
INDUSTRIAL GENÉRICO 


Walter Borzani 


Uma vez completado o exame de fundamentos indispensáveis ао estudo 
de problemas de engenharia (principal objetivo do Volume 2) e de aspectos de 
tecnologia (reunidos nos volumes 3 e 4) inerentes aos processos biotecnolog;- 
cos industrias, parece-nos aconselhável apresentar, aos alunos que estão se 
iniciando no campo da Biotecnologia Industrial, uma representação esquemá- 
tica de um processo biotecnológico industria! genérico, procurando destacar 
as principais etapas que o constituem. 

O aluno poderá assim, quando do estudo de um tópico específico, situar. 
a posição desse tópico no contexto geral do processo que esteja sendo exami- 
rado. 

Em qualquer processo biotecnológica industrial, o elemento central é o 
тою, pois nele se desenvolvem, devidamente controladas, as transformações 


quenos interessam. 

Isso não quer dizer que о reator constitua a etapa mais importante do 
processo, Para que o resultado que se tem em vista seja alcançado, dois outros 
conjuntos de operações devem ser também cuidadosamente considerados, а 
saber 

1) Os tratamentos iniciais ("Upstream processes”), que antecede 
ração no reator е cuja finalidade е colocar o sistema nas condições. 
mente escolhidas, para que as transformações, no reator, se desenv 
contento; 


2) Os tratamentos finais ("Downstream processes”), que englobam a sepa- 
ração e a purificação dos produtos e subprodutos obtidas, bem como o trata- 
mento dos resíduos formados. 
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Quando os agentes das transformações que ocorrem no reator são ou 
uma enzima (purificada ou não), ou uma mistura de enzimas (também mais 
bu menos purificadas), ou ainda células inativadas ou mortas (que, neste caso, 
funcionam como simples suportes das enzimas) o processo recebe a denomi 
mação genérica de processo enzimático. 

Por outro lado, se os agentes das transformações são microrganismos vi- 
vos, de modo que as reações que se desenvolvem по reator são consequências. 
da atividade vital das células microbianas, o processo é denominado processo 
Jermentativo, Nesse caso, o reator é, muito freqüontemente, também chamado 
fermentador ou dorna. 

Cumpre não esquecer que a atividade vital dos microrganismos respon- 
sáveis por um processo fermentativo é sempre o resultado de considerável 
Número de reações enzimáticas. A rigor, portanto, quer nos processos chama- 
dos enzimáticos, quer nos denominados fermentativos, enzimas são, om última 
análise, os catelisadores das transformações que ocorrem no reator. 

Dois casos importantes, que alguns autores englobam também na cate- 
goria de processos fermentativos, são aqueles em que os agentes das transfor- 
rações são ou celulas de tecidos (animais ou vegetais), ou vírus 

Em que pese o fato de a Fig. 9.1 poder representar, em suas linhas gera- 
is, tanto processos enzimáticos quanto processos fermentativos, parece-nos 
conveniente, com relação a estes ultimos, apresentar mais pormenorizada- 
mente as etapas que os constituem. É o que nos mostra а Fig. 9.2. Cumpre, 
Contudo, informar que nem todos оз processos fermentativos industriais com- 


E 


prendem todas as etapas indicadas na Fig, 9.2. Dependendo do processo con- 
Siderado, uma ou mais dessas etapas podem não existir, como será visto no 
Volume 5 desta série Biotecnologia Industrial 
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ALGUMAS 
APLICAÇÕES 
INDUSTRIAIS 


Walter Borzani 


Os dois últimos volumes desta Coleção tratam de examinar, com os por 
menores cabíveis em cada caso, vários processos biotecnológicos de interesso 
industrial. 

Parece-nos recomendável, contudo, a apresentação de uma enumeração 
sucinta de aplicaçoes da Biotecnologia no setor industrial, para que o aluno 
possa, desde já, fazer uma idéia geral da importância da Biotecnologia Indus- 
trial em nossos dias 


Convém destacar, porém, que à relação de exemplos considerada neste 
capitulo não só não é completa, como também não pretende estabelecer qual- 
quer ordem de importância relativa dos processos que serão apontados. Mes- 


Mo porque a dinâmica inerente aos complexos sistemas sócio-econômicos, 
tanto em nível regional como em nível mundial, pode fazer com que um dado. 
processo, hoje pouco relevante em uma determinada região, passe a ser, às ve- 
фев a prazo relativamente curto, de fondamental importância nesta mesma re 


ао, e vice-versa 
Processos fermentativos são utilizados industrialmente na produção de 
bebidas alcoólicas (cervejas, vinhos, sidras, aguardentes), vinagres, etanol, 
ácidos orgânicos (cítrico, lático, fumárico, giberdlico) solventes (butanol, ace” 
tona, isopropanol), vitaminas (riboflavina, ácido ascórbico, cobalaminas, er- 
gostorol),antibiáticos (penicilinas, estreptomicina, tetraciclinas, griseofulvin), 
Polissacarídeos (dextránios), aminoácidos (lisina, ácido glutâmico), esteróides 
modificados (por hidroxilação, hidrogenação, desidrogenação, hidrólise, este- 
ficacio, isomerização, aminação, ruptura de cadeia lateral), leites fermenta- 
dos (iogurte, leites acidófilos), manteigas, queijos, piles, chucrute, azeitonas, 
pão, cacau, lipídeos, ensilagem, várias proteínas, Metais diversos (cobre, zin 
Es, prata, ouro, urânio) podem ser obtidos por fermentação, a partir de miné- 
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rios de baixo teor. Os processos de tratamento biológico de resíduos (águas. 
residuárias, lixo) são, também, processos fermentativos. Não podem deixar de 
ser citados, para encerrar esta relação, os processos fermentativos que tem por 
objetivo a produção industrial de microrganismos que, por sua vez, podem 
ser utilizados: 

1) Como agentes de outros processos fermentativos (leveduras para pa- 
nificação, leveduras para produção de etanol, bactérias para tratamento bioló- 
gico de efluentes); 

2) Na alimentação do homem e de animais, quer na forma de concentra- 
dos protéico-vitamínicos (algas, leveduras do género Candida), quer no enri- 
quecimento protéico, principalmente pela ação de bolores, de vários materiais 
(farinhas, farelos, residuos da industrialização de frutas); 

3) Como fixadores de nitrogênio do ar na agricultura (bactérias do géne- 
ro Rhizobiun); 

4) No controle biológico de pragas (bactérias do género Bacillus): 

5) Na produção de vacinas (bactérias dos géneros Corynebacterium, Bor 
detalla, Neisseria, Mycobacterium) 

Quanto à utilização de enzimas, principalmente em meio aquoso, como 
agentes de transformações em escala Industrial, cumpre ressaltar que sua im- 
portância vem crescendo acentuadamente. Citemos, sempre de maneira гези. 
mida, algumas indústrias em que são utilizados preparados enzimáticos para 
fins específicos: cervejaria (amilases, amiloglicosidaso, papaína), panificação 
(amilasos, popsina, lipases), produção de edulcorantes (alfaamilase, invertase, 
glicosc-isomerase), indústria têxtil (alfaamilaso, celulases), produção de vinhos. 
é sucos (pectinases), indústria do leite (lactase, catalase, lipases), indústria far 
macêutica (celulases, bromelina, penicilina-acilase, pancreatina). indústria de 
carnes (papaína), fabricação de queijos (reinas), produção de detergentes (pro- 
teases), indústria do pescado (proteases), curtume (pancreatina) 
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BIOTECNOLOGIA 
INDUSTRIAL 


Esta edição, revista е ampliada, da série Biotecnologia Industial 
é uma contribuição de grande Importância terca е pratica pará 
as mülüiplos teias abrafgidos pelo assunto. É uma abra toda ela 
atoreda por autores nacionais, coordenados por quat» profeszores 
de vacia experiência, representando a condição atual dos estudos. 
E aplicações subordinados ac campo que di о titulo à série 


O estudo da Biotecnologia Industrial näo deve ser entendido co 
mo apenas uma descrição, mais ou menos pormenorizada, de 
processos biotecnológicos de Interesse prático. Em que pesem à 
ecessidade е à importância dessa descição, não e ela suficiente. 
para formar a almejada estrutura mental de futuro profissional 


Para que o aluno possa, de um lado, compreender o porquê de 
várias recomendações indispensáveis o bom ancamenlo das 
transformações desejadas е, por ouro, adquiri шта formação que 
Ine possibilite enfrentan raconaleento questões que podar se 
apresentar em sua futura atividade plofisiona, deve Ele possuir 
dim adequado conhecimento de FUNDAMENTOS incispeniaves 
“al É o objetivo primordial deste primeiro volume 


Nove profsionis pertencentes aos quadros docentes da Uriversi- 
dade de São Paulo é do Centro Universitario do Instituto Mauá de 
Тестиора, reuniram, neste volume, apos fundamentais de 
microbiologia, genética, engenharia genética, onaimologia, caminhos 
meiabálicos, Cinética a termodinâmica de reações eniimíticas 
rm de, sucintamente, apresentar as etapas que constr um 
processo biotecnologico Industrial generico е apontar alguns 
Kempies com y único objetivo de dan ao alunas uma ita бо 
apa de atuação da ltecnolngi indi 
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